DOI:10.15774/PPKE.ITK.2014.006

A bakterialis kommunikacio és kooperacio

génjeinek elhelyezkedése ismert genomokban.

Az AHL szabalyzorendszer génjei.

Pazmany Péter Katolikus Egyetem

Informacios Technologiai és Bionikai Kar

Multidiszciplinaris Miiszaki és Természettudomanyi Doktori Iskola

Gelencsér Zsolt

Konzulens: Prof. Pongor Sandor

2014



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2014.006

Koszonetnyilvanitas

Elsésorban szeretnék koszonetet mondani témavezetémnek, Dr. Pongor Sandor
professzornak, aki segitette és iranyitotta a tanulmanyaimat. N¢lkiile ez a munka nem johetett
volna létre. Tovabba szeretném megkoszonni a biologiai és informatikai kérdésekben valod
segitségnyujtast és tandcsadast Kumari Sonal Choudharynak és Sanjarbek Hudaiberdievnek.
Koszonettel tartozom Dr. Vittorio Venturi professzornak és csoportjanak, akik nem csak
ellattak a munkdmhoz sziikséges adattokkal, hanem az altalam kinyert informaciok
ellendrzésében is segitettek.

Szeretném megkdszonni a szakmai segitségnyujtds a PPKE ITK doktoranduszainak,
kivaltképp Bihary Doéranak és Ligeti Balazsnak. Tovabba koszondm a segitségét Galbats
Borisznak és Erdei Aronnak, akik szakdolgozattukkal segitették a munkam elérehaladésat.

Halas vagyok a PPKE ITK doktori iskolajanak és vezetéinak Dr. Roska Tamas és Dr.
Szolgay Péter professzoroknak, hogy lehetdségek biztositottak a munkam zavartalan
elvégzéséhez, valamint a trieszti ICGEB kutatointézetének, hogy részvehettem a Kkurzusain,

melyek elmélyitették tudasomat a bioinformatika szakteriiletein.



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2014.006

Kivonat

Habar a baktériumok egyszerti mikrobialis él6lények, mégis képesek kozosségeket
alkotni, amelyek bonyolult viselkedésminta 1étrehozasara is képesek. Ehhez alapvet6 feltétel,
hogy tudjanak egyméassal kommunikdlni és kooperalni. Ennek a folyamatnak pontos
megismerése azért fontos, mert ezek a bakteridlis k6zosségek jelentds szerepet jatszanak az
¢lettudomany legtobb teriiletén, mint példaul fertdzések terjedésében, a talaj- és tengeri
bioszféra egyensulydban. A ma talan legjobban ismert kommunikacidés mechanizmus az gy
nevezett quorum sensing, amelynek soran a baktériumok kiilsé kémiai jelanyagokkal
érintkeznek egymassal. Az egyik jelent6s ilyen jelanyag az acil homoszerin lakton (AHL).

Munkam célja, hogy egy automatizalt genomannoticioés eljaras segitségével
megkeressem a fent emlitett kommunikacios eljaras fehérjéit kodold géneket a ma ismert
bakterialis genomokban, és megvizsgaljam, hogy van-e szerepe a gének egymadashoz
viszonyitott helyzetének €s iranyanak a kommunikacié mechanizmusaban. Az annotacids
eljaras egy rejtett Markov modell alapt, altalanos alrendszerkeresé algoritmus, igy mas
biologiai rendszerek vizsgalatara is hasznalhato. A folyamat soran tobb adathelyesség
ellendrzés is torténik, hogy a végsd annotacio minél megbizhatobb legyen.

Munkam soran kimutattam, hogy a regulator/szenzor fehérje (LUXR) és a jel-szintetizald
fehérje (Luxl) génjei legtobbszor parban allnak, és gyakran egy szabalyzo fehérje (RsaM,
Rsal) helyezkedik el kozottiik. Azt is tapasztaltam, hogy ezek a gének csak bizonyos, jol
definialhato elrendezddésekben taldlhatéak meg, igy ennek valdszinlileg szerepe van a
kommunikacids folyamat mechanizmusaban. Szekvencidlishasonlosag keresések segitségével
sikeriilt észrevennem azt is, hogy kiilonbozé fajok azonos elrendez6désii quorum sensing
génjei jobban hasonlitanak egymasra, mint az azonos fajban szerepld, kiilonb6z6

elrendezddések.
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Abstract

Bacteria might be simple, single celled organisms but their social behavior means they
can form complex communities and engage in coordinated behaviors. For this it’s a
fundamental they capable to communicate and cooperate each other. The understand of this
mechanism is important, because this bacterial communities play significant role in many part
of life science, such as infection spreading, balance of soil- and marine biosphere. One of the
most well studied communicational mechanisms is the so-called quorum sensing that use
external chemical transmitters to deliver information. One of the most important is the
acyl-homoserine lactones (AHL).

The purpose of this work is to search the protein-coding genes of the aforementioned
communicational process in the today known bacterial genomes via an automata genome
annotation algorithm and to analyze the role of the gene orientation and arrangement in the
communicational mechanism. The annotation algorithm is a Hidden Markov Model based
general subsystem search method, so it is capable to analyze other biological systems. During
the process there are more data correction checks to increase the reliability of the result.

I revealed that the regulator/sensor protein (LuxR) and the signal-synthase protein (LuxI)
mostly appear in pair, and often there is a regulator protein between them. | observed that this
genes appear only a few conserved arrangements, so it is probably has role in the
communicational process. Via sequence similarity search | noticed, that the same quorum
sensing genes in different species are more similar each other than different arrangements that

appears in the same species.
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1. Bakterialis kommunikacio: Quorum Sensing

A mikroorganizmusok, igy a baktériumok is képesek arra, hogy csoportosan a tobbsejtii
¢l6lényekhez hasonld viselkedés mintdkat hozzanak létre. Ehhez elengedhetetlen, hogy a
baktériumok valamilyen moédon informaciéhoz jussanak a populdcié tobbi tagjaval
kapcsolatban, azaz valamilyen moédon kommunikaljanak egymdssal. Ennek egyik
legegyszeriibb modja a kémiai jelanyagok segitségével torténd kommunikacid, melyek révén a
sejtek informaciot nyernek a kornyezetiikrol, és bizonyos esetekben szabalyozzak a populacio
stirtiségét is.

A kommunikacio eszkozei féként a masodlagos metabolitok sorabol keriilnek ki. Az
elsédleges metabolitok a sejt f6 alkotdelemei: a fehérjék, nukleinsavak, szénhidratok, illetve
ezek alkotéelemei. A masodlagos metabolitok csoportjaba soroljuk mindazokat az anyagokat,
amelyeket a sejt ezen felill termel. A baktériumok kiillondsen gazdag forrasai az ilyen
anyagoknak. A masodlagos metabolitok nagy részét a sejtek kibocsajtjak magukbdl,
egyszerlsitve azt mondhatjuk, hogy a baktériumok a masodlagos metabolitok felh6jében
mozognak. Ide tartoznak példaul az antibiotikumok és a jelzéanyagok is. Azt, hogy egy anyag
jelnek tekinthet6-e, John Maynard Smith nyoman evoltcids szempontok alapjan szoktak
definialni. [1] Maynard/Smith definicidja szerint egy anyag akkor jel, ha mind a kibocsato,
mind a felfogd szervezetben evolucidsan r16gziilt mechanizmusok alakultak ki a
kommunikaciéra. Egy baktérium természetesen reagalhat barmely anyagra, de ezeket nem
jelnek, hanem kulcsnak, clue-nak szoktak nevezni. Az anyag nem tekinthetd jelnek, ha nem
azzal a céllal termelték, hogy az adott baktérium reagaljon ra. A bakterialis kommunikacio

tipusait, és a tanulmanyozasi modszereiket az 1.1. abra foglalja dssze.

1)

1.1. abra A bakterialis kommunikacio 3 fotipusa

1) A baktériumoknak sok jelérzékel6 rendszere van, amellyel a kdrnyezet kiilonboz6 anyagait
érzékelik. Példaul a kemotaxis.

2) A baktériumok sokszor a sajat maguk illetve a sajat fajuk altal termelt anyagokra is reaglnak.
Példaul a quorum sensing esetében.

3) Egy gazdaszervezet baktériumai egymassal és a gazdaszervezettel is kommunikéalnak, ezzel

létrehozva komplex egységet. Példaul a bélflora.

10
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A bakteridlis kémiai jelanyagok témajanak uttoré tanulmanya volt a Vibrio fischeri
foszforeszkalas szabalyozasanak leirasa [2]. A V. fischeri egy Hawaii-i tintahal faj (Euprymna
scolopes) fénytermelését szabalyozza, a  sejtk6zotti  térben  jelenlévd  jelanyag
kibocsatassal jar. Csak tobb mint 10 évvel kés6bb azonositottak a jelanyagot (AHL = acil
homoszerin lakton [3]) és a szabalyzasért felel6s fehérje part: a jelanyag termeld Luxl fehérje
¢s a LUXR receptor fehérje [4]. Ez a kommunikacids forma a quorum sensing nevet a 90-es
¢vekben kapta [5], amir6l mara mar tudjuk, hogy az egyik legfontosabb alapja a baktériumok
kozosségi viselkedésének. [6-8] A mechanizmus alapja a kémiai jelek altal kivaltott
sejttevékenységek, mint példaul az osztodas, fertdzési faktorok termelése, vagy tulélést segitd
tevékenységek. A kiilonbozd baktérium fajok kozotti kommunikéciod tovabb noveli a talélés

esélyét.

O

. A

R
H

O

1.2. abra N-acil homoszerin lakton dltaldnos kémiai felépitése

A legjobban ismert quorum sensing mechanizmus az N-AHL-en (N-acil homoszerin
lakton) alapul.(1.2. abra) A baktérium sejtek folyamatosan figyelik a jelanyagot, hogy
ismerjék a kdrnyezetiiket, €s reagalni tudjanak a tortént valtozasokra. Ha a jelanyag elér egy
kritikus értéket, akkor a baktérium populacio tagjai egy célgén megvaltoztatott kifejtddése
altal érik el a kivant viselkedést. Az N-AHL alapu quorum sensing két fehérjén alapul,
amelyek a Luxl és LuxR csaladok tagjai. [6, 9] A Luxl csaladba tartozd fehérjék felel6sek az
N-AHL szintéziséért. [10] A szintézis utan a jelanyag szabadon atjuthat a sejtfalon, igy a
sejten beliil és a sejten kiviil is felhalmozodhat a sejtstirtiség fiiggvényében. Ha a populacio kis
méretli, a jelanyag szétszorodik, ha a populacié nagy, a jelanyag koncentracidja nd. Egy
kritikus koncentracio érték felett az N-AHL kapcsolatba 1ép a LUXR csaladba tartozo fehérjével
[11], ami legtobb esetben egy olyan komplexet eredményez, ami egy specialis DNS
fejt ki az €16lény fenotipusara. (1.3. abra) Gyakran el6fordul, hogy a célgének kozott szerepel

Luxl csaladbeli gén is, igy létrehozva egy pozitiv visszacsatolast hurkot.
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O
jelanyag

Alacsony sejtpopulacio Magas sejtpopulacio
1.3. dbra A quorum sensing mechanizmusdnak vazlata
A quorum sensing miikodése alacsony illetve magas jelanyag koncentraciéo esetén. A jelanyag

koncentracidja aranyos a sejtpopulacioval; az adott tertileten minél tobb baktérium taldlhato, annal

magasabb lesz a jelanyag koncentracidja.

Az el6bb leirt folyamat mar régota ismert a biologusok korében. Mint lathatd, jelen
esetben egy pozitivan visszacsatolt rendszerr6l van sz6, ami ebben a formaban nem lehet
stabil, mert a jelanyag termelés az onindukcio hatasara végtelenségig none. Ezzel ellentétben
all, hogy a természetben és a kisérletekben nem tapasztalhatd instabilitdas. Ez enged
kovetkeztetni arra, hogy valamilyen szabalyzé rendszer egésziti ki ezt a kommunikacios
rendszert, ami stabilizdlja a folyamatot és megakadalyozza, hogy a baktériumok felesleges

jelzbanyag termelésre pazaroljak az er6forrasaikat.

1.1. A quorum sensing szabalyzo fehérjéi

Vannak baktériumok, amelyekben a luxR és luxl géneken kiviil egy harmadik, szorosan
mellettiik elhelyezkedd szabalyzo gén is megjelenik. Ezek koziil a gének koziil kettd fontosat
emelnék ki: az rsaL és az rsaM géneket.[13, 14] Mindkettére igaz, hogy leggyakrabban IuxR
és luxl gén parok kozvetlen kozelében helyezkednek el, pontosabban a két gén kozott.
Erdekesség, hogy mig az rsaM gén csak quorum sensinggel rendelkezd baktériumban
talalhato, rsaL-szerli gén mas baktérium fajokban is megtalalhatd, amelynek szerepe egyelore
még nem tisztazott.

A fent emlitett két szabalyozd gén bemutatasara a Pseudomonas fuscovaginae
baktérium a legalkalmasabb, mivel ebben a fajban ismerték fel a miikodésiiket, és azon ritka
baktériumok kozé tartozik, ami mindkét mechanizmussal rendelkezik.[14]

Ennek a fajnak szintén quorum sensing rendszere van: Pfvl/PfvR, Pfsl/PfsR. Az rsaL
génje a PfvI/PsVR rendszerben, mig az rsaM gén a Pfsl/PfsR rendszerben talalhato. Kisérleti
uton bizonyitottak, hogy az RsaM fehérje képes ebben a baktérium fajban a Pfvl-t és a Pfsl-t is
represszalni. Ezzel szemben az Rsal csak a Pfvl kifejez6dését gatolja. A stabilizalo szerepe a
két, még kevéssé vizsgalt fehérjének azért valosul meg, mert a Pfvl és a Pfsl a jel eléallitasaért

felelnek.(1.4. abra)
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1.4. abra A quorum Sensing szabadlyozas negativ visszacsatoldasa

A quorum sensing szabalyozas rsaL és rsaM génjeinek sematikus elhelyezkedése. A géneket
reprezentald irdnyok azt jelzik, hogy a gének melyik DNS szalon vannak. A szabalyz6 nyilaknal a
rendes nyil a felszabalyozas, a kalapacsfejii nyil a leszabalyozas jele. a) Az rsal gének

elhelyezkedése. b) az rsaM gének pozicioja.
1.2. A LuxR fehérje tipusai

A LuxR fehérje csaladnak tagjait tobb alcsoportra is oszthatjuk, attol fliggéen, hogy
milyen kolcsonhatasban vannak az AHL molekulaval illetve milyen multimerik tulajdonsaggal
rendelkeznek (1.5. abra). [15]

1. csoport: Tagjai az AHL molekulaval cotranszlaciosan csatlakozik, és a jelanyag a

fehérje strukturaba épiil.

2. csoport: Az AHL molekula stabilizalja a fehérjét a transzlacié alatt, habar maga a

jelanyag kotés reverzibilis folyamat. Ilyen receptor példaul a LUxR fehérje.

3. csoport: Tagjai stabilak ugyan AHL nélkiil is, de a dimerizacidhoz és a transzlacio

aktivalasahoz sziikséges a jelanyag jelenléte.

4. csoport: Tagjai az AHL hidnyaban is képesek a DNS megkdtésére, de a jelanyaggal

val6 kapcsolosas deaktivalja a fehérjét.

5. csoport: Tagjai nem dimerizalnak és képesek tobb nemrokon AHL jel felismerésére.
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1.5. dbra A LUxR fehérje tipusainak bemutatisa

Az adott LuxR fehérjével rokon AHL molekula fekete rombusszal, mig a nem-rokon jelanyag fehér

illetve sziirke rombusszal van jelolve az abran. Az abra a Stevens et al. cikkbdl szarmazik. [15]
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2. Bevezetés

2.1. A DNS szekvenalas

Még 20 év sem telt el a Haemophilus influenzae baktérium teljes genomjanak
szekvenalasa ota [16] (ami az elsé ilyen eredmény volt), ma mar a tobb mint 2100
baktériumon kiviil 150 eukariota teljes genomja is ismert, a folyamatban 1évd szekvendldsok
szama pedig a 15 000-et is meghaladja.[17] Amig eddig eljutottunk, tobb lényeges eredmény
is sziiletett. A legfontosabb mérfoldké azonban minden kétséget kizdréan a 2000 juniusdban
kovetkezett el, amikor az amerikai elndk €s a brit miniszterelnok bejelentette a human genom
projekt elsd fazisanak befejezését: feltartak az emberi genomot. Ekkor ugyan még csak nyers
,draft” formatumban volt kész, de az ezt kovetd években elkésziilt a teljes genomma rendezés
is.

A szekvenalasi modszerek rohamos fejlédésével az 0j szekvenciak szama is
exponencialis mértékben né. Mig korabban a Sanger és tarsai altal kidolgozott ,,chain-
termination”-6n alapulé modszert hasznaltak [18], addig mara a legtobb esetben 11j generacios
(NGS = New Generation Sequencing) szekvenalasi eljarasokat hasznalnak.[19] Ezen
moddszerek legnagyobb eldnye, hogy nagysagrendekkel olcsobbak, mint a régebbi eljarasok.
Mig 2001-ben egymillio bazis szekvenalasanak koltsége kozel 5300$-ba keriilt, addig 2012
januarjaban ez a szolgaltatds mar 0,09 $-os aron volt elérhet6.[20] (2.1. abra) A szekvenalas
koltségének nagyaranytl csokkenése a megismert DNS lancok szamanak nagymértéki
novekedését hozta. Az NCBI (National Center for Biotechnology Information) GenBank
adatbazisa az egyik legfontosabb elsddleges DNS szekvencia adatbazis, aminek a mérete a
2008-as statisztika szerint mar a 100 milliard bazispart is elérte, pedig 10 évvel elotte még
csak egy-két milliard bazispart tartalmazott. (2.2. abra)

A szekvencidk szamanak rohamos ndvekedése mellett fontos feladat a szekvenciak altal
kodolt miikddés megismerése is: hiaba rendelkeziink példaul a teljes human genommal, meg is
kell érteniink annak felépitését és funkcidjat, kiilonben egy egyszerli szovegsorozat marad
biologiai hattér nélkill. Az ismeretlen szekvencidk megismerésének eszkdze a

genomannotacio.
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2.1. abra A szekvenalas koltségének valtozdasa az elmult évtizedben

A grafikon évekre bontva mutatja egy megabazis szekvenalasana koltségét Osszehasonlitva a
Moore-térvénnyel (amely a tapasztalati megfigyelésen alapuld technikai fejlédés mértéke). Jol
lathat6, a 2000-es évek elején nagyjabodl kovette az altalanos tendenciat, de 2007 végétdl jelentésen

csokkent a koltség. [21]

Growth of GenBank
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2.2. dbra A GenBank névekedése az elmult évtizedekben
A grafikon az NCBI GenBank adatbazisanak méretbeli novekedését mutatja a 2008-as évvel

bezarolag. Jol lathatd az elmult évtizedben tortént robbanasszeri ndvekedés.[22]
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2.2. A genomannotacio fogalma

A genomok annotacioja informalisan azt a folyamatot jeloli, melynek soran a nyers
genomialis szekvencidhoz boénusz informaciokat adunk hozza. A MedicinedNet.com
definicidja tipikus példaja az ilyen informalis definicidknak: ,,Genome annotation: The
process of identifying the locations of genes and all of the coding regions in a genome and
determining what those genes do. An annotation (irrespective of the context) is a note added
by way of explanation or commentary. Once a genome is sequenced, it needs to be annotated
to make sense of it.” A nyers adatokhoz mar azok eléallitasakor adnak némi annotaciot
(példaul, hogy milyen szervezetbdl valok, de legalabbis annak a kisérletnek a szamat, ami
koézben meghataroztak), de a komolyabb annotaciés munka akkor kezdddik, mikor a nyers
adatokat hozzaadjak egy adatbazishoz, (foleg egy nyilvanos, masok szamara hozzaférhet6 és
hivatkozhat6 adatbazishoz). Ezt a munkat altalaban biologiai és bioinformatikai ismeretekkel
rendelkez6 annotatorok végzik, akik munkdjuk sordn egy sor, kiilonboz6 adatbazist,
bioinformatikai programot hasznalnak, és az eredmények megfogalmazasara kotott szokinest
nyelvezetet, ontologiakat alkalmaznak.
egyetemi bioinformatika eléadasok alapjan sajat magam probalok felallitani egy olyan fogalmi
vazat, amely a bioinformatika teriiletén altalanosan alkalmazhato.

A szerkezet fogalma a bioinformatikaban egységek (entitasok, szubstruktarak) és
relaciok egyiitteseként foghato fel. Az ilyen szerkezetek leirasai lehetnek egyszeriisitettek
(példaul lehet a szerkezetet csak Osszetételszerlien, az azt alkotd egységek szamaval
jellemezni), de vannak egyszerii, tulajdonsagszerii jellemzések is. Az egységek megengedett
neveit, a hozzajuk tartozd tulajdonsagok listajat és az egységek kozott megengedhetd
relaciokat a bioinformatikai ontologidk foglaljak 0Ossze. Egy egység leirasat formalisan
megadhatjuk az entity-attribute-value adatmodell keretein beliil, és ugyanilyen leirasok
tartoznak a relaciokhoz is. Ez az altalanos megfogalmazas azért fontos, mert kis
modositasokkal alkalmazhat6 a bioinformatika f6 adattipusaira, vagyis a szekvencidkra (DNS,
fehérjék), a 3D szerkezetekre, a haldzatokra és a szovegekre. A genomokat példaul DNS
szekvenciak formajaban szokas abrazolni, itt az egységeket a nukleotidok (A, C, G, T)
alkotjak, a relaciok koziil pedig egyediil a lancon beliili szomszédossag relacidja szerepel, amit
kiilon nem is tintetiink fel. A nukleotidokat egy adott abécé — pl. az IUPAC nomenklatura —
szerint definialt egybetlis koddal jelenitjik meg, igy a szekvencia egy karaktersorozat
formajaban irhato.

Nyers adatokon a genomannotacioban egy karaktersorozatot, a genom szekvenciajat
értjiilk. A genom elméleti topologidjaként a szamegyenes egész szdmait, mint pozicidkat

képzelhetjiik el; a genomszekvenalas (szerkezet-meghatarozas) soran ezekhez a pozicidkhoz
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rendeljiik a nukleotidok karaktereit. A genom maga allhat egyetlen szekvenciabol - ami lehet
linearis vagy cirkularis - de allhat tobb ilyenbdl is. A baktériumoknal altalaban egyetlen
linearis vagy cirkularis szekvenciat szoktak megadni, emellett esetleg egy vagy tobb cirkularis
plazmidszekvencia is szerepel. A genomok szekvencidja lehet komplett (amelynek
szekvenciajat megnézték és valamilyen hibaellendrzésnek is alavetették), de lehet, hogy még
csak darabok, tgynevezett contig-szekvenciak allnak rendelkezésre, amelyek atfedok is
lehetnek. Végiil vannak egyedi génszekvenalasbol szdrmazo rovid DNS adatok is.

Az annotdcié folyamata sorén attribitumokat — a bioinformatikdban szokésos
elnevezéssel deszkriptorokat — rendeliink a szerkezethez, vagy annak egyes részeihez. Kétféle
deszkriptorrol beszélhetiink: az egész struktirara vonatkozo globalis deszkriptorokrdl, illetve

annak egy részére vonatkozo lokalis deszkriptorokrol. (2.3. abra)

globalis deszkriptor (pl: génifehérje neve, funkcidja, forras élélény)

I H—
N/

lokalis deszkriptor
(pl: fehérje szegment hatarai, neve (pl: HTH domén), funkcidja)

2.3. dbra A deszkriptorok csoportositasanak szemléltetése
A deszkriptorok két tipusa; a globalis deszkriptor az egész struktirara vonatkozoan ad informaciot, a

lokalis deszkriptor csak egy kisebb részére vonatkozoan.

A deszkriptorok forrasai a kovetkezok lehetnek:

Emberi tudas. Ezt az annotatorok kotott szokines, pontosabban ontologiai definiciok
segitségével fogalmazzak meg. Formajuk lehet szabad szoveg is.

Szamitogépes eljarasok. Ezeknek két tipusa van: vagy valamely mas adathoz vald
hasonlésag alapjan, hasonlosagkereséssel definialunk egy deszkriptort (pl.
putative protease), vagy a nyers adatokon végzett szamitassal dontiink el valamit
(pl. low complexity region).

Adatbazis keresztreferenciak. llyenkor a nyers adatot, vagy annak egy részét mutatdval
Osszekotjiik egy masik adatbazissal. Ez utobbi deszkriptorai ugyancsak e harom

forrasbol szarmaznak.
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crer

Egy DNS szekvenciat akkor tekintiink annotaltnak, ha benne megjeloltik a kodold géneket és
egyéb szakaszok, a fehérjét kodold géneket pedig Osszekotottilk minél tobb adatbazissal: az
elsddleges fehérje-adatbazisokkal (pl. UNIPROT), a funkcido szerint klaszterezett
adatbazisokkal, (pl. COG), a szerkezet alapjan klaszterezett adatbazisokkal (pl. PFAM)... stb

Ez a vazlat két kozvetlen kovetkeztetést sugall:

- Altaldban az annotacid nem ,teljes”, sok 0j fehérjének még nincs rekordja az egyes
adatbazisokban, vagy ha van is, azok annotaldsa nem teljes.

- Az annotaciok gyorsan valtoznak, hiszen az egyes hattér-adatbazisokat rendszeresen
frissitik. Ezért egy szekvencia vagy genom annotécioja elvben sem lehet teljes, mert a
keresztreferencidkkal hozzakapcsolt adatbazisok révén az annotacid tartalma is

allanddan aktualizalodik.

Nyers szekvencia

GenBank AN !/

= | SMART

Uniprot -

/
/ \ COG PFAM

/ 1

2
{Names and origin || Ontologies

Protein names Keywords
Gene names Biological process
Organism Ligand

Taxonomic identifier Molecular function

Taxonomic lineage Technical term
Protein attributes | Gene Ontology (GO)
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Sequence status Cellular_component
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General annotation

References
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2.4. abra A genomannotacio alapvetd lépései.

A fenti abran egy genomannotacié 1épéseit lathatjuk a bioinformatikai adatbazisokra vetitve. A
nyers szekvencian el6szor megallapitjuk a gén helyét. Ezutdn megkeressiik a gén szubstrukturait
(domének), és hozzatarsitjuk az eddig ismert doméncsalddokhoz (COG, PFAM). Az igy megismert
fehérjét beillesztjitk a UniProt adatbazisba. Ezutan megvizsgaljuk azon UniRef klasztert, amelyik

tartalmazza az 0j fehérjét.
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A fenti idealizalt allapotot csak egy jol szervezett €s frissithetd integralt adatbazis képes
megkozeliteni, a jelenleg nyilvanosan hozzaférheté adatbazisok azonban nem ilyenek. A
gyakorlatban annotalt genomon olyan genom szekvenciakat értiink, amelyek egy adatbazisban
vannak elraktarozva. Az NCBI (National Center for Biotechnology Information) tartja fent a
legismertebb ilyen gylijteményt. Ebben az adatbazisban a benniinket érdeklé bakterialis
genomokra a kdvetkez6 kategoriak 1éteznek:

Complete genomes; Teljes vagy annotalt genom alatt olyan genomszekvenciat értiink,
melyekben az 6sszes gén helye meg van hatdrozva és egy résziik - 4ltalaban a
tobbségiik - funkcids leirassal is rendelkezik. Ennek szekvencidja validalva van.

Draft genomes; Ezek tobb, Ossze nem allitott szekvencia-darabbol, tgy nevezett
contigokbol allnak. Némelyek annotaltak, tehat van ptt file is hozzajuk (lasd
lejjebb). A draft genomra nincs elfogadott magyar szo, leginkabb a ,,félkész

genom” vagy a ,,feldolgozas alatt allo genom” kifejezések irjak le a fogalmat.

Ezeken feliil természetesen 1éteznek a régi tipust DNS szekvencia rekordok is, ezeket a
GenBank tartalmazza. A GenBank annoticids része tartalmazza a fehérjeszakaszok
szekvenciajat, a gének helyeit... stb.

A fentiek alapjan megfogalmazhatjuk az annotacié fogalmat az adatok formatuma
szempontjabdl is. A nyers adatokat a legegyszeriibb szekvenciaformatumokban szokas letétbe
helyezni, mint pl. a FASTA illetve a konkatenalt FASTA formatum: ennek egyetlen
annotacios soraban az adat szarmazasarol, a kisérlet szamarol és/vagy a DNS szarmazasarol (a
szervezet bioldgiai nevérdl) talalunk informaciot, gyakran csak ad hoc megfogalmazas
formajaban. Amennyiben egy ilyen DNS rekord bekeriil egy nyilvanos adatbazisba, pl. az
NCBI-hoz, akkor egy megvaltoztathatatlan azonositét kap, ami megjelenik a FASTA
annotacios soraban.

A kész genomokat a kdvetkez6 adatformatumokban szokas megadni:

faa: Konkatenalt FASTA file, ami egy bakterialis kromoszoma vagy plazmid génjeinek
aminosav-szekvenciait tartalmazza, minden szekvenciahoz egy annotacios fejléccel,
ami a gén fontosabb azonositoit, a valdszintsithetd funkcidit és a forrds baktérium

nevét tartalmazza. (I1I. Melléklet)

ffn: Az el6z6hoz hasonld konkatenalt FASTA file, csak a gének nukleinsav-szekvenciait

tartalmazza a génre vonatkozo informaciok nélkiil. (III. Melléklet)

fna: A baktérium DNS-ének teljes nukleinsav-Szekvencidja mindenféle csoportositas és
megszakitas nélkiil, FASTA formatumban. A fejléc a baktérium nevét és a

szekvenalas allapotat tartalmazza.
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gbk: Az adott bakterialis kromoszoma vagy plazmid GenBank rekordja, ami minden
informaciot tartalmaz az adott bakterialis genommal kapcsolatban: baktérium neve,
teljes taxonomidja, azonositoi, folyoirat referencidk, a szekvencia teljes elemzése
génekre €és egyéb jellegzetességekre valo tekintettel, és maga a teljes szekvencia. Ez a
formatum attekinthetébb az ember szdmara, de program altali feldolgozasa nehezebb a

tobbi emlitett fajltipushoz képest. (IV. Melléklet)

ptt: Tablazatos felépitésii adatfijl, ami az adott bakteridlis kromoszoma vagy plazmid
génjeit tartalmazza a DNS-en val6 elhelyezkedés sorrendjében. Soronként egy gén és
a hozza tartot6zo6 adatok (példaul: pontos elhelyezkedés a szekvencidban, azonositok,
elnevezései, valosziniisithetdé funkcid... stb.) vannak. Informacié kinyerés
szempontjabodl idedlis, mert konnyen feldolgozhatd és kevés szdmunkra felesleges

adatot tartalmaz. (V. Melléklet)

A félkész genomok a nyers adatok és a kész genomok kozotti késziiltségi fokban
vannak, tehat a contigokrol néha talalunk annotaciot, néha nem.

A bakteridlis genomok Aatlagosan mintegy 5 millid bazispar hossztiak, €s benniik
mintegy 3-5000 gén van. Az NCBI adatbazis jelenlegi allapota szerint egy jolannotalt
bakteridlis genomban is mintegy 25% nem annotalt gén van, ezeket ,,gene of unknown
function”, ,,hypothetical protein” stb. cimkékkel latjak el. Altaldban a baktériumok alapgénjeit
annotaljak részletesen, ezek a gének a legtobb baktériumban megvannak, ¢és alapfunkciokat
latnak el. A ,jarulékos géneket” (shell), amelyek a baktériumok specialis, gyakran csak
egyetlen fajban megtalalhato funkcioit latjak el, mar sokkal kevésbé annotaljak. Sokszor pedig
vannak igen jo becslések ezek funkcidjara, viszont az annotatorok illetve a nyilvanos
adatbazisok fenntart6i keriilni akarjak az annotacios hibéakat; ennek kovetkezményeként sok,
egyébként annotalhatd gént inkabb a hipotetikus kategoriaban hagynak.

A genomannotacié munkafolyamataira két megkozelités 1étezik: egy kivalasztott genom
teljes annotacioja és egyes funkcionalis egységek, alrendszerek (pl. metabolikus utvonalak)
annotaciodja tobb genomban.

Az elsoé esetben kivalasztunk egy genomot, amelynek minél tobb, eddig ismeretlen
génjének funkcidjat probaljuk felderiteni biologiai vizsgalatok vagy szekvencia adatbazis
keresések segitségével. Ennek elénye, hogy csupan egy faj kelld ismerete elég lehet gének
megismerésére, viszont ra vagyunk utalva az eddigi génadatbazisok adataira, amely hibas
annotalasra ad lehetOséget. Példaul egy hasonlosagalapti keresés esetén konnyen kaphatunk
fals pozitiv eredményt, mivel ez a modszer csak azt mutatja meg, hogy az eddig ismert gének
kozil melyikhez hasonlit leginkabb. Ez nem garantalja, hogy ténylegesen olyan funkcioji a

gén, mert elképzelhetd, hogy egy eddig nem dokumentalt feladatot lat el a vizsgalt génszakasz.
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A természet diverzitasanak kovetkeztében a keresések soran ugyancsak konnyen kaphatunk
fals negativ eredményt, ha egy eddig ismeretlen alléllal talalkozunk.

Az alrendszerek annotacidja esetén nem egy genomot valasztunk ki, hanem egy
meghatarozott alrendszert, ami egy funkcionalis szabalygylijtemény, amely meghataroz egy
bioldgiai folyamatot vagy struktarat.[23] Miutan megismertiik az alrendszerrel kapcsolatban
allo géneket, ezeket a géneket keressiik az eddigi ismert genomok szekvencidiban. A talalt uj
gének funkcidjanak validalasaban segitségiinkre van az alrendszer szabalyrendszere, amely
segit kiszlirni mind a fals pozitiv, mind a fals negativ eredményeket. Viszont ez a modszer
illetve kis génszdmu alrendszer esetén a mas génekkel valo véletlen hasonlésdg is hibat

okozhat.

2.3. A genomannotacio eszkozei

2.3.1. Tobbszoros illesztés és ClustalW

A DNS szekvencidkban 1évo hasonlosagok felderitésének egyik népszerli modja a
vizsgalt szekvenciak illesztése. A paros illesztés 1ényege, hogy a két szekvenciankat hézagok
beiktatasaval ugy rendezziik, hogy egy elére definialt tavolsagfiiggvényt minimalizaljanak. Ez
az illesztés lehet globalis illetve lokalis illesztés. Globalis esetben a szekvencidk egész hosszat
egyben vizsgalva probaljuk 6ket minél jobban hasonlova tenni, mig lokalis illesztés esetén
elényben részesitjliik a hosszabb hasonld szakaszokat és az Osszefiiggd hézagokat. Ez utobbi
azért hasznosabb, mert felismerheti a mindkét szekvencidban meglévd struktarakat és
doméneket. A két legismertebb algoritmus a globalisan illeszté Needleman-Wunsch [24] és a
lokalis Smith-Waterman algoritmus [25].

Az illesztés kozben hasznalt tavolsagfiiggvény egy helyettesitési (Substitution) matrixon
alapszik, amely minden aminosav parra tartalmazza az atvaltasi koltséget. Mivel 20 aminosav
létezik, ezért ez a matrix egy 20x20-as, szimmetrikus matrix. A matrixnak két fobb tipusa
1étezik: az evolucids kapcsolatokon alapuldo PAM (Percent Accepted Mutation) és a PROSITE
adatbazis szekvencia hasonldosagain alapulé BLOSUM [26] (Blocks Substitution Matrix)

matrix. Mindkét matrixnak tébb altipusa van, amelyek funkcioit a 2.1. tablazat mutatja be.

2.1. tablazat A helyettesitési matrixok tipusai

PAM BLOSUM
A szamok azt jelzik, hogy a PAM1 matrixot | A szamok az jelzik, hogy hany szazalékosan
hanyszor szoroztak Gssze magaval. hasonlito szekvenciak segitségével késziilt.
PAM 40 rovid, nagyon hasonlé szekvenciakhoz BLOSUM 90
PAM 120 altalanos illesztéshez BLOSUM 62
PAM 250 tavoli hasonlosagok kimutatasara BLOSUM 30
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Mivel szdmunkra nem kettd, hanem tobb tucat szekvencia Osszehasonlitasara van
sziikség, ezért tObbszoros illesztést kell alkalmazni. A tobbszords illesztés egy kétdimenzios
tablazat, melynek sorai a szekvencidkat tartalmazza, oszlopai pedig a poziciokat jelképezi.
(lasd 2.5. abra) A tobbszords illesztés elkészitésének tobb modja van, de mind megegyezik
abban, hogy az Gsszes lehetséges paros illesztésbdl kiindulva kisérel meg egy k6z6s illesztést
kialakitani. A legtobb esetben progressziv modszereket hasznalnak, melyek valamilyen
heurisztika segitségével probalnak ,.relative révid” id6 alatt j6 rendezést (bar nem biztos, hogy
optimalisat) talalni. Ezért figyelniink kell arra, hogy a feladatunknak megfelel6 heurisztikat
valaszunk az illesztés elkészitéséhez.

A ClustalW [27] napjaink egyik legelterjedtebb és leginkabb hasznalt tobbszords
illesztést készitd algoritmusa. Bar minden tobbszoros illesztés alapja a paronkénti illesztés,
azonban Iényeges kiilonbség kozottiik, hogy ezeket milyen modon probaljak egyesiteni egy
illesztésé, mert a hasznalt metodustol fliggden kiillonbozd eredményt kapunk és ezen
eredmények kiilonboz6 bioldgiai helyességgel birnak. Példaul a moho algoritmusok nagyon
hasonl6 szekvenciak esetén viszonylag jo, bioldgiailag is informativ illesztést eredményeznek,
kevésbé hasonld szekvenciak esetén viszont gyakran hasznalhatatlan, bioldgiai szempontbol
nézve semmitmondo illesztést eredményeznek. A ClustalW elénye, hogy progressziv modon,
megfeleld sulyozast alkalmazva késziti el a tobbszoros illesztést. Erre utal a nevében a W, ami
az angol weighted (=sulyozott) szobdl ered.
ROTRRLLLDLKPDGHAMPAYFDTCSHDGYVRVSATQLASITLALLYARCDERVLLGLPACHAGHCEWIDTNWR--FPPMTFGWAWLT
——————— MDLKFDGHAVPAYFDTCSHDGYVRVSATQLASITLALLYARRDERVLLGLFPACHAGHCEWIDTNWR-—-FPPMTEGWAWLT
GRRSHVAQRLAP-ASSAPA---AAGRDGYVRLSLPQLARVSLAPICARADDQILLGIGALRAGYCEWIDAHGRA--APATLGWSWEV

————— MAQRLAP-ASSAPA——--RAGRDGYVRLSLPQLARVSLAPICARADDQILLGIGALRAGYCEWIDAHGA--APTTLGWSWEV
————— MRAQRSAP-ASSAPA——--RAGODGYVRLSLPQLARVSLAPTFARADDQILLGICALRAGYCEWSDAHWP--APTSLGWSWEV

———————— MTSPLLHPVPG-——-PSPDGYVRLSEGALAALALDHVASGLDPSLLNAIDARLAGY TEWHRPAGAGVAYVIVGWDWY L
———————— MTSPLLHEVPG-——-FPSPDGYVRLSEGALAALALDHVASGLDPSLLNAIDARLAGY TEWHRPAGAGVAYVIVGWDWY L
———————— MTSSLLHAVRG-———-PSPDGYVRLSESALAATLALDHVASGLDPALLSAIDARLAGYTEWQRPAGPGVAYVIVGWDWYL
———————— MNSPWLHRFRG-——-5STDGYVRLPMHAFAELRLVHVSSGIDSGLLSDIDARIAGY TEWERPSSAGARHLTVGWDWY I
———————— MNSPWLHRFRG-——-5STDGYVRLPMHAFAELRLVHVSSGIDSGLLSDIDARIAGY TEWERPSSAGARHLTVGWDWY I
———————— MTPPLLHPYCS5-——-PSADGYVRLPLHAFAGLELVHIASGLDPGLAEGLVPDLAGFTEWQRPASPGYAHLTVGWDWY L

MR LSPDGYVRLTLEQFQWIPLVHLLSGLDHDEYGASQTHISGYTEWVSETAP-—-VITLGWDWRM
-MTVONGIAVEPQGYGFMR-——-LSPDGYVRLTLEQFQWIPLVHLLSGLDHDEYGASQTHISGYTEWVSETAP-—-VITLGWDWRM

MNENQLMSYPLOQHIISTVESRHT———-IFYYGFTEWATSQTP———-ALSTGWDWEL

MNENQLMSYPLOQHIISIVESRHT———-IFYYGFTEWATSQTP———-ALSTGWDWEL

—————————— MVSIPPHES-——--ISTDGFIRMNENQLMSYPLOHITISTVESRHT———--IFYYGFTEWATSQTP-—-ALSTGWDWEL

—————————— MVTIPPDFP-——-ISTDGFIRMNEIQLMNYPLOHLISIVETTQI————ILYCGFTEWATSRSP-—-ALSTGWDWEF

————— MHNSRPEYLEEVLN-——-VSHGGYVRMSRSAFMELPLSHFISGLDEDPALPDESTISGYTEWLSVCVP-—-IITVGWDWRL
* . . * k% - k% K

2.5. abra Egy tobbszoros illesztés részlete

A legalsé sorban szerepld karakterek az adott sor konzervaltsaganak mértékét irjak le. A képen egy
teljesen sima szovegszerkesztGben megjelenitett, szoveges fajlban tarolt illesztés lathato. Sokkal
latvanyosabb eredmény érheté el specifikus megjelenité programok (példaul: Jalview [28])

segitségével. (1. melléklet)
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A ClustalW algoritmus a legtobb tobbszoros illesztést készitd algoritmushoz hasonldan
el6szor megkonstrualja az 0sszes lehetséges paronkénti illesztést. Ezen illesztésekhez egy
tavolsag értéket rendel, attol fliggden, hogy a két szekvencia mekkora mértékben hasonlit
egymasra. Ezeket az értékeket egy hasonlosagi matrixba gyiijti. A matrix alapjan egy
iranyitofat készit neighbor-joining metédus hasznalataval. A ClustalW algoritmus a
tobbszoros illesztést az iranyitofa elagazasainak sorrendjében végzi, eldszor a két leginkabb
hasonl6 szekvenciat valasztja ki, és illeszti 6ket. Ezutan az egyre tavolabbi szekvenciakat
illeszti az eddigi illesztésiinkhoz, sziikség esetén megfeleld szamu hézaggal kiegészitve. Ezen
algoritmus segitségével viszonylag kiilonb6z6 szekvenciak esetén is helyes tobbszords

illesztés kapunk.

Paros illesztések pontjai

Tllesztendo szekvenciak d(s, s;)=13

S,: GWSWFVDVEKTLRIVPDSLASNL d(3,3,)=17
S,: GWDWYLERATGTFVIAGGDVRSNV d(5:,5,)=17
S,: GWDWYIDGATGAFVIAWGDVRSNV d(5;,55)=79
S,: GWDWRMDGASGQARYLRTGFPRSNI d(Sz,54) =25
d(s, 5,)=33

Tobbszoros illesztés Iranyitofa Hasonlosagi matrix
S,: GWDWYLERATG-TFVIAGGDVRSNV Sy S, |S, |S; Sy
S,: GWDWYIDGATG-AFVIAWGDVRSNV S; s |0
S,: GWDWRMDGASGQARYLRTGFPRSNI S, L 7
S,: GWSWFVDVEKT--LRIVPDSLASNL s, 5; |13 10
FELOE 1 . *E S; |17 17910
Sy |17 (25]33 )0

2.6. abra A ClustalW algoritmus alaplépései
A példaban rsaM gének fehérjeszekvencidinak egy részlete talalhat6. Mivel ezek gének kortilbeliil
100 bazispar hosszuak, ezért az attekinthetdség kedvéért csak egy rovidebb szakasszal illusztraltam

az algoritmus miikodését.

2.3.2. Rejtett Markov Modell

A Rejtett Markov Modell (HMM = Hidden Markov Model) alapt keresések az egyik
legkeresettebbek a bioinformatikai annotalasi feladatokban. Magas megbizhatosaguk, és
szamitogépen torténd konnyli implementacidjuk teszi 6ket rutin eszkozokké. [29-31]

A modell alapja egy automataszert strukttra, igy néhany adat elég a definialasahoz:

- Allapotok halmaza: Q = {qo, 41,9z - qn}

- A kimeneti abécé: £ = {vq,V,,V3 ... Uy}

- Kezdé allapot. (i) annak a valosziniisége, hogy a kezdé allapot g;
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- Allapot dtmenet: A = {aij} ahol a;; annak a val6sziniisége, hogy ha most a g;
allapotban vagyunk, akkor a kovetkez6 lépésben a q; allapotban lesziink.

- Kilépési valosziniiség: B = {b]- (k)} ahol bj(k) annak a valosziniisége, hogy ha most a
q; allapotban vagyunk, akkor egy v, jelet generalunk

A rejtett Markov modell készitésének alapja a forras szekvenciak tobbszoros illesztése,
melynek oszlopait egyesével véve folyamatosan felépitjik a modell alapjaul szolgalo
automatat. Az illesztés nyoman minden oszlophoz késziil egy egyezdségi (M = match state)
dllapot, ami 20 valdsziniiséget tartalmaz (aminosavanként kiilon-kiilon), az illesztés
oszlopaiban szereplé aminosavak eléforduldsi szama szerint. Tovabba az illesztés szerinti
torlések és beszarasok torlés dllapotként (D = delete state) és beszurds dllapotként
(I = insertion state) keriilnek a modellbe. Minden M allapothoz tartozik egy D allapot az adott
aminosav hidnyzasanak szimulalasara. Ezenfeliil pedig az M allapotok kdzott egy onrekurziv
I dllapot talalhatd, amely garantdlja a megfeleld méretli hézag beillesztésének lehetdségét. Az
elébb emlitett allapotok iranyitott élekkel kothetdk Ossze az allapot valtozasi valdsziniliséggel
stlyozva. (2.7. abra) Minden allapot rendelkezik egy visszatérési értékkel, amely értékek az
automataban valo 1épések folyaman a kimenetet eredményezik. A modell ,,rejtettsége” abban
nyilvanul meg, hogy a belsé allapotok sorrendjét nem ismerjiik, csak az allapotok 4altal

generalt kimenetet (ami maga a szekvencia lesz).

START ‘ MATCH ‘ MATCH -.

2.7. abra AHMM dllapot atmeneti diagramjanak egyszeriisitett abrdja
A kiilonboz6 tipusu allapotok kiilonb6zé modon vannak jeldlve; az egyezések téglalappal, a

beszurasok rombusszal, a torlések korrel.
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Ha elkésziilt a HMM profilunk, akkor mar csak egy keresést kell elvégezni az
adatbazisunkon a profil alapjan. Ez a miivelet egy listat készit a profilhoz legjobban hasonlitd

szekvenciakbol, jelezve a hasonlosag értékét. Egy példa a pontozasi modra:

P(szekvencia| HMM)
P(szekvencia|null)

S = log,

Ahol P(szekvencia| HMM) annak a valosziniisége, hogy a szekvencia a profilhoz tartozik
¢s a P(szekvencialnull) annak a valdszinisége, hogy a szekvencia az tgynevezett null
modellhez tartozik. A null modell 1ényegében olyan véletlen szekvencia, aminek komponensei
egy megfeleld hosszu fliggetlen egyenletes eloszlasnak felelnek meg. Ez a két valosziniiség a
modellbe beépitett egyes allapotokhoz tartozo valdszinliségek alapjan szamithatoak Ki. A
HMM alapu keresést végrehajto szoftverek egy masik hasonlosagi értéket is megadnak: az e-
value-t. Ezt a szamot a program a szekvencia hasonlosagi értékébol (score) szamolja Ki, ez
viszont fiigg az adatbazis méretétdl is, ugyanis az e-value azt mutatja meg, hogy egy adott
score esetén mennyi a fals-pozitiv eredmények varhaté értéke a score folott (minél kisebb az
e-value annal biztosabb a talalat).

Ennek a keresési modszernek komoly el6nyei vannak. Eldszor is nagyon fontos, hogy
akar egy teljes fehérjecsaladot reprezentalhatunk egy HMM profillal. Ez a keresések
megbizhatosagara nyilvan komoly hatassal van, hiszen sok annotacios eljarassal ellenétben
nem egy szekvenciaval szemben vizsgaljuk a benyujtott szekvenciankat. Tovabbi fontos
elénye a HMM alapti modellezéseknek, hogy t6bb profilt is egybefoghatunk, 1étrehozva ezzel
egy HMM konyvtarat. Végiil van egy hatranya is a HMM profiloknak: a felhasznalonak
lehetdsége van a taltanitasukra. Ilyen esetekben az elkésziilt profil 1ényegében nem egy

csaladot képvisel, tehat érzékeny keresési eljaras megvaldsitasaba nem vonhato be.

2.3.3. BLAST

A szekvencia-osszehasonlitd algoritmusok egyik legnagyobb uttéréje a BLAST (Basic

Local Alignment Search Tool), [32] melynek alapja a heurisztikus szekvencia-osszehasonlitas.

A korabban hasznalt, kimerit6 keresést alkalmazo illeszt6 algoritmusok (mint példaul a Smith-

Waterman) megtalaltdk ugyan mindig az optimalis megoldést, de hosszabb szekvenciak

hasznalata esetén a keresési id6 drasztikusan nét, ami a hatalmas szekvencia adatbazisok

vizsgalatat gatolta. A lefutasi id6 problémajat a BLAST algoritmus heurisztika alkalmazasaval
oldotta meg.

Maganak az algoritmusnak a bemenete egy szekvencia (ezt hivjuk célszekvencianak).

A BLAST algoritmus minden adatbazisban szerepld szekvencidhoz egy hasonldsagi értéket

rendel a célszekvenciahoz illeszkedés alapjan.
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A BLAST algoritmus lépései

1) Az alacsony komplexitasu régiok és szekvencia ismétlodések eltavolitasa
Az alacsony komplexitast régio azt jelenti, hogy a célszekvenciank hosszii, monoton
részeket tartalmaz, ami kés6bb magas pontszamot okozva megzavarja az
algoritmust. Ezeket a szakaszokat a programok altalaban kiilon megjelolik X

(aminosav) vagy N (nukleinsav) bettivel a szekvencian.

2) k betiis szolista készitése
A célszekvenciabol képezik az Osszes lehetséges k hosszi részszekvenciat.
Aminosav szekvenciak esetén altalaban 3, mig nukleinsav esetén 11 hosszu szavakat
hasznalnak. (2.8. abra)

3) Lehetséges egyez6 szavak listazasa
A BLAST algoritmus minden el6z6 1épésben készitett szolista minden tagjahoz egy
szamot rendel, és csak a magas értékkel rendelkezdkkel foglalkozik a késGbbiekben.
A szam eldallitasahoz a szot betlinként dsszehasonlitjuk minden lehetséges k hossza
szoval. Minden Osszehasonlitas egy értéket eredményez valamilyen pontozé matrix
alapjan, és ezeket Osszeadva kapjuk az egész szd pontszamat. Ha pontszam

magasabb a megadott hatarértéknél, akkor megtartja, ha nem elveti.

4) A magas pontszamu szavak kereséfaba rendezése
Ez a 1épés lehetové teszi a program szdmara, hogy majd az adatbazis szekvencidival
gyorsan Ossze tudja hasonlitani 6ket. Erre a célra egy hash-tabla hasznalhat6, mert

gyors hozzaférési idével rendelkezik.
5) A 3) és 4) ismétlése a célszekvenciabdl késziilt szolista minden elemére

6) Az adatbazis szekvencidkban pontos egyezést keresiink a sziikitett szolistankkal
A szolista szavait minden Iehetséges helyen hozzaprobaljuk az adatbazis
szekvenciakhoz, és ha pontos egyezést tapasztalunk, akkor ezt a részletet seedként

hasznaljuk egy lehetséges hézagnélkiili illesztéshez.

szolista szolista hossza:
MTSPLLHPVP MTS _
T TSP [H| = |szekvencia| - K +1
2 y—— SPL
el PLL H=10-3+1=8
k=3 8 HPV
PVP

2.8. abra A BLAST algoritmus szdlistdja k=3 esetén
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pontos talalat

célszekvenci: MT SPLLHPV P
adatbazis szek: MDGPLLHYAP
pontok: 5-2(2[7 6 68 1]-4 7

HSP

A HSP pontja

2+7+6+6+38+1=230

2.9. dbra A BLAST algoritmus talalat kiterjesztése

7) A pontos egyezések Kiterjesztése HSP-vé
A pontos egyezéseket ezutan megprobaljuk kiterjesztéssel megnovelni. Ez azt
jelenti, hogy mind jobb, mind bal iranyba elindulva egyesével hozzavessziik a
szomszédos elemeket, egészen addig, mig az igy kapott hosszabb szakasz pontszama
nagyobb, mint az 0j elem nélkiili pontszama. Ezeket a kiterjesztett régiokat HSP-nek

(High-scoring Segment Pair) hivjuk. (2.9. abra)

8) Magas ponttal rendelkez6é HSP-k listazasa
Osszegytijtjiik az dsszes olyan keletkezett HSP-t, aminek pontszama nagyobb, mint
egy tapasztalati uton meghatarozott vagasi hatarérték. Ennek az értéknek a

meghatarozasa véletlen szekvencidk dsszehasonlitdsan alapszik.

9) A HSP-k szignifikanciajanak kiszamitasa
A szignifikancia kiszamitasahoz a Gumbel extrém érték eloszlast (Gumbel Extreme
Value Distribution) hasznaljuk. Annak a valdsziniisége, hogy az S megfigyelt
pontszdm nagyobb egy X értéknél:
P(S = x) =1 — exp(—e**=W)

_ logg(Ksmen )

Ahol ¥~ Fl

_log, (K*m'sn)

o , m’ és n’ pedig az effektiv hosszlisaga a

célszekvencianak és az adatbazis szekvenciaknak. A K és A paramétereket a

célszekvencia és az adatbazis szekvenciak illesztése révén kapjuk.

10) HSP régiok osszefiizése illesztésé
Néha eléfordul, hogy ketté vagy tobb HSP régid egy adatbazis szekvenciaban
Osszeflizhetd egy hosszabb illesztésé. Ez tovabbi bizonyitékkal szolgal a
célszekvencia és az adatbazis szekvencia kapcsolatara.

11) A célszekvencia és a szignifikans adatbazis szekvenciak lokalis illesztése
A lokalis illesztés elvégzéséhez a Smith-Waterman algoritmust hasznaljuk minden
szignifikans talalattal rendelkez6 adatbazis szekvencia esetén.

12) Minden megadott hatarértéknél jobb talilat listazasa
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A BLAST algoritmusnak tobb altipusa is van, attol fliggden, hogy milyen tipust a

célszekvencia, és milyen tipust szekvenciak vannak az adatbazisban. (2.10. abra)

Program Célszekvencia Adatbazis
blastp protein - (VS *= protein
blastn nucleotides——— vs ——=nucleotide
blastx C nuclachde

protein - V5 = protein

thlastn nucler:-tldii)
protein - V8, + protein

thlastx C nuclaohide nu cleotlde‘D
protein - + protein

2.10. abra A BLAST algoritmus tipusai

2.4. A genomannotacio tipusai

2.4.1. A szerkezet alapi genomannotacio

Ez alatt a DNS-szekvencia egyszerii szerkezeti elemeinek (szakaszainak) azonositasat
értjiik, amelyet a szekvencia alapjan végziink el. A fehérje kodold gének meghatarozasa
baktériumokban nem bonyolult, de nem trivialis probléma. Tobbféle modszer is 1étezik a
genomannotaciora, melyeknek egyik csoportja a szerkezet alapt. Ez a génannotacid kizarélag
a szekvencia karakterisztikajat hasznalja ki és mintafelismerésen alapul. Ezek a mintak
sokfélék lehetnek, a teljesen pontos megegyezestol, a bonyolult regularis kifejezésekkel leirt
mintakig. A pontos megegyezésre jo példa az ORF (Open Reading Frame) keresés, amelynek
alapja a start (ATG) és stop kodonok (TAA, TGA, TAG) keresése a DNS szekvenciaban,
majd a talalt tripletek egymas mell¢ illesztése. Mindehhez elvben csak a kodontablazatot kell
ismerni, de a kapott szekvenciak kozil ki is kell valasztanunk azokat, amelyek rendelkeznek a
gének, példaul a bakteridlis gének karakterisztikaival. Baktériumoknal ezt a GLIMMER

programmal szoktak elvégezni, amelyik egy rejtett Markov-lanc tipusu program.
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2.4.2. A funkcionalis genomannotacio

Miutan sikeresen azonositottuk a genomban a gének és mas szekvencia elemek
helyét, az annotacié kdvetkezd 1épéseként meg kell hatdroznunk a molekularis funkciot és a
bioldgiai szerepet. Elsésorban a gének és az altaluk termelt fehérjék azonositdsdn van a
hangstly. A funkcio feltardsdhoz sziikséges informaciot a gének mar létez6 genomikus
adathalmazokkal vald kapcsolatai alapjan ismerjiik meg. A kapcsolat lehet hasonlosag ismert
funkcioja génnel, lehet k6z0s genomikus szomszédsag vagy szabalyozodjel. A legszigorubb
funkcionalis génannotacio a kisérletezés utjan torténd vizsgalat. Ennek az az eldnye, hogy
eddig ismeretlen funkciok is felismerhetdk vele, és a prediktalt szerep valdsziniisége a legtébb
esetben magas. Hatranya viszont az, hogy sokkal iddigényesebb, mint hogyha a mar ismert
nyilvanos funkcié adatbazisokat hasznalnank. Bar ezeknek az adatbazisoknak a mérete és
informacio tartalma rohamosan né, a genomokban szereplé Osszes gén funkcidjanak még csak
kis részét tudjuk veliik lefedni. Ha ehhez hozza vesszilk, hogy a nem kdédolo DNS
szakaszokrol még alig van informacionk, egy él6lény teljes genomjanak annotacidja még

tavoli célnak tinik.

2.4.3. A homolo6g alapu funkciobecslés

A funkcié meghatarozasanak egyik klasszikus alapja a gének kozotti evoluciods
kapcsolat. Ezek a moédszerek az tugynevezett homologian alapulnak: a keresett gént
Osszehasonlitjuk az adatbazis mar ismert miikodésii génjeivel, és ha szignifikans hasonldsagot
talalunk, akkor feltételezhetjiik, hogy az ismeretlen génnek is azonos a szerepe. Ez a
génhasonlosag tobb fajt is érinthet, de a kisérleti tapasztalat azt mutatja, hogy gyakran teljesen
kiilonbozo él6lények esetén is az azonos gének szerepe megegyezik. Ennek a mddszernek
azonban tobb nehézsége is van. A génszekvenciankrol nem tudhatjuk, hogy szerepel-e a
funkcioja az adatbazisban, vagy egy eddig nem ismert szerepkorrel rendelkezik. Ez sok
esetben megneheziti annak az eldontését, hogy a modszeriink altal meghatarozott hasonlosag
valdban tekintheté-e szignifikdnsnak, vagy csak véletlen egyezést tapasztaltunk. Alapvetd
probléma azonban, hogy a homolog gének szerepe sem biztos, hogy teljes mértékben
megegyezik, mert a gén viselkedésére hatassal lehetnek a kornyezo gének €s a bekovetkezett
mutaciok is. Ebbdl a szempontbol a homologokat két csoportra oszthatjuk: ortolog és paralog.
Két gént ortolognak neveziink, ha két kiillonboz6 fajban talalhatoak, és egy kozos 0sgénbol
szarmaznak, mely a két faj kozos 0sében volt jelen. Ezen gének ugyanazt a funkciot szolgaljak
a két fajban. Két gént paralognak neveziink, ha ugyanabban az organizmusban talalhatoak, €s
egy kozos 6sgénbOl génduplikacid és azt kovetd divergens evolacié utjan alakultak ki.

Tobbnyire kiillonboz6, de egymassal 0sszefiiggésben 1évé funkcidjuk van. (2.11. dbra) [33]
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2.11. dbra A szekvenciak homolog kapcsolatai

Két gént ortolognak neveziink, ha két kiilonb6z6 fajban taladlhatdak, és egy kozds 6sgénbol
szarmaznak, mely a két faj kozos 6sében volt jelen. Két gént paralégnak neveziink, ha ugyanabban
az organizmusban taldlhatéak, és egy kozds Osgénbdl génduplikacio és azt kovetd divergens

evolucid Utjan alakultak ki.
2.4.4. A fehérje domének

A fehérjék Osszetett haromdimenzios struktirak, melyek kisebb, teljesen
elkiilonithetd alstruktarakbol épiilnek fel. Ezeket az alstruktirdkat hivjuk doméneknek. A
domének tobb-kevesebb nagyon specifikus szerepli részeket, motivumokat tartalmaznak.
Ilyenek példaul bizonyos anyagok kotéhelyei vagy az enzimek aktivhelyei. A
fehérjedoméneket altalaban tSbbszords szekvenciaillesztéssel —szoktak jellemezni. A
tobbszords illesztésekbdl szarmazd domén és motivum adatok lehetéséget adnak egy profil
létrehozasara, amelyek alkalmazhatoak egy fehérje csalad azonositasara illetve evolucios
kapcsolatok vizsgalatara is. A profilok leirasahoz konnyen alkalmazhaté a mar emlitett rejtett
Markov model. Ezeket a HMM profilokat tarolva egy géncsalad adatbazishoz jutunk, amilyen
példaul a Sanger Institute PFAM adatbazisa is. A PFAM adatbazis a géncsaladokat leird
profilokat HMM logo formaban is reprezentalja. (2.12. abra) Mara mar teljes ,,tudasbazissa”
fejlodott, mely tartalmaz annotatorok altal karbantartott tobbszoros illesztéseket, HMM
felismeroket, doménleirasokat, keresztreferenciakat a 3D szerkezetekhez, a domént tartalmazo

fehérjék ,,architekturalis” leirasat, szakirodalmi dsszefoglalot, ...stb.
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2.12. dabra A PFAM logoval torténd reprezentdlds egy példdja

A képen szerepld6 PFAM logo részlet a PF00765 azonositd szamu, Autoind synth nevii
géncsaladhoz tartozik. Az abra minden egyes szekvencia pozicidra leirja az adott aminosav
eléfordulasanak valdszinliségét: minél nagyobb a betli, annal valdszinlibb az eléfordulasa azon a

helyen.

Torténeti szempontbol érdekes, hogy a fehérjedoméneket eldszor regularis
kifejezésekkel probaltak jellemezni, ez volt az un. PROSITE adatbazis [34], amelyhez a
fehérjeszekvencidk motivumainak madig hasznalatos szintaxisat definialtdk. A PROSITE
kezdte gylijteni a domének szakirodalmi Osszefoglalasait is. Ezt az adatbazist ma is
fenntartjak, de ma mar nemcsak regularis kifejezéseket, hanem profilszerti leirasokat is
tartalmaz. Mivel mar a kezdeteknél latszott, hogy a regularis kifejezések nem elég finom
leirasok, a PROSITE-tal csaknem egy idoben megsziiletett egy masik megkozelités is: az
SBASE adatbazisnal hasznalt ugy nevezett doménkonyvtar modszer [35], melyben a
doméneket a rajuk jellemzo tipikus szekvencidk gylijteményével jellemezték. Ehhez ugyanis
nem kell a nagy emberi munkat koveteld tobbszoros illesztés. Az SBASE az elso nyilvanosan
hozzaférhetdé doménszekvencia gylijtemény volt, késdbb kiegészitették szakirodalmi
leirasokkal és statisztikai Osszegzésekkel, de ma mar nem frissitik. A megkdzelités elénye,
hogy egyszerii szekvenciakeresés révén konnyen megtalalja akar az atlagostol eltérd
doménszekvencidkat is, szemben a HMM tipusi keresésekkel, amelyek az atlagos

doménszekvencidkon teljesitenek a legjobban.
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2.5. Bioinformatikai adatbazisok

Dolgozatom elején beszéltem a manapsag torténd bioinformatikai adatmennyiség
robbanasrél. Ezt a hatalmas mennyiségli adatot nem elég csupan kinyerni, hanem valahogy
tarolni is kell, lehetdleg olyan rendezett formaban, amely eldsegiti az adatok késdbbi
elemzését, €s az elemzés eredménye hozza kapcsolhato legyen a forrds informacidhoz.

Napjainkban az adatok bioinformatikai adatbazisokban taroljak. Ezek az informacios
kozpontok altalaban egy adattipus tarolasara specifikalodnak, ezaltal az adott teriilet
eredményeit a lehetd legnagyobb mértékben Osszefoglaljak. A kiilonb6zo, de Gsszetartozo
informacidk kapcsolatar6l az adatbdzisok kozotti gazdag kereszthivatkozasi rendszer
gondoskodik. Azokat az adatbazisokat, amelyek magukat forras adatokat tartalmazzak,
elsodleges adatbazisnak hivjuk, mig az ezeken az adatokon végzett vizsgalatok eredményeit
tartalmazokat mdsodlagos adatbazisnak. A bioinformatikai adatbazisokat altalaban az altaluk
tarolt informacid tipusa alapjan csoportositjuk. A kovetkezdekben felsorolom az altalam 6t

legfontosabbnak tartott csoportot.

1) DNS szekvencia adatbazisok

A legfontosabb DNS szekvencidkat tartalmazo els6dleges bioinformatikai adatbazisok a
kovetkezéek: az NCBI altal fenntartott GenBank adatbazis [36], az EBI (European
Bioinformatics Institutes) altal miikodtetett EMBL [37] és a japan DDBJ (DNA Database of
Japan) [38]. A harom adatbazis fejlesztése bar teljesen fliggetleniil kezd6dott el, ma mar
szoros kapcsolat van kozottik, és egy egylittmiikodés keretében kolcsondsen megosztjak
egymassal az adataikat (2.13. dbra). Az igy 1étrejott orias adatbazis sajnos redundans adatokat
is tartalmazhat, igy az ezeken az adatokon végzett vizsgalatok folyaman erre fokozottan
figyelni kell. Mivel én az adatbazis egy kisebb, ellendrzott részletén dolgoztam (bakterialis

teljes genomok), ezért nekem nem kellett szamolnom ezzel a hiba lehetéséggel.

International Sequence
Database Collaboration

2.13. dbra A nemzetkézi szekvencia adatbazisok egyiittmiikodése
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2) Fehérje szekvencia adatbazisok

A UniProt Consortium adatbazisa [39] jelenleg a legnagyobb fehérje informacio forras.
Tobb nagyobb adatbazis egyesitésével jott 1étre, melyek koziil a két legfontosabb a TTEMBL
és a Swiss-Prot [40]. Az el6bbi gépek altal annotalt szekvencidkat tartalmaz, mely igy nagy
mennyiségli adatot tartalmaz, de az automatikus eljarasok miatt ezek kevésbé megbizhatoak,
mint a Swiss-Prot manudlisan annotalt és ellendrzott szekvenciai. Az adatbazis az adott
fehérjék szekvenciaja és ismert funkcioin kiviil egy tobb szinti klaszterezést is tartalmaz
(UniRef), amely a szekvenciak egyezdség szerint csoportositja az adatbazisban talalhato
adatokat. Az adatbazisban tarolt informaciokon kivill a fehérjékhez egy részletes
kereszthivatkozas lista tartozik, amely a fehérjér6l Osszegyiijti szinte minden mas

bioinformatikai adatbazisban a fontos informaciokat.

Names and origin

Protein names Recommended name’
Transcriptional activator protein LasR
Gene names Name lasR
Ordered Locus Names.PA1430
QOrganism Pseudomonas aeruginosa (strain ATCC 15692 / PAO1/1C / PRS 101 / LMG 12228) [Reference proteome] [HAMAP]
Taxonomic identifier 208964 [NCBI]
Taxonomic lineage Bacteria » Proteobacteria » Gammaproteobacteria » Pseudomonadales » Pseudomonadaceae » Pseudomonas »

Protein attributes

Sequence length 239 AA
Sequence status Complete.
Protein existence Fvidence at protein level

General annotation (Comments)

Function Transcriptional activator of elastase structural gene (LasB). Binds to the PAI autoinducer.
Miscellaneous LasR in strain PA103 is not active, this is probably due to the change in position 180 of the sequence.

2.14. abra Példa egy UniProt rekordra (részlet)

3) Fehérje struktira adatbazisok

A PDB (Protein Data Bank) [41] a legismertebb biologiai makromolekula struktara
adatbazis, melyet a RCSB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics) tart fent. Az
archivum forrasa els6sorban rontgen és magneses magrezonancia vizsgélatok eredményei. Az
adatok mind szdveges formaban, mind 3D képként is elérhetdek. A projekt elsdédleges célja az

adatok egységesitése olyan mértékben, amennyire csak lehetséges.
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4) Bioinformatikai halézat adatbazisok

A bioinformatika egyik fontos adattipusa a metabolikus utvonalak alkotta halozatok.
Ezeknek az utvonalaknak a legismertebb adatbazisa a japan KEGG (The Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes) [42]. Az adatgyljtemény f6leg molekularis interakcios haldzatokat,
betegség leirasokat és a sejt miikodéséhez sziikséges kémiai vegyiiletekkel és reakciokkal
kapcsolatos adatokat tarol. Az informaciok kinyerését kiilonb6z0 automatizalt keresd
algoritmusokkal és tobbszintli webes eléréssel segiti, igy a felhasznalé szamara megkonnyiti
az olykor nagyon bonyolult hal6zati rajzok értelmezését. A IX. mellékleten lathatunk egy

példat metabolikus utvonal térképre.
5) Bioinfomatikai szoveg adatbazisok

A bioinformatika negyedik alap adattipusa (a szekvencia, a halozat és 3D struktira
mellett) a szoveg. Ebbe a csoportba tartoznak a konyvek, a folydiratokban megjelent cikkek és
Osszefoglalok, a konferencidk eldaddsai és forrds anyagai, bioinformatikai kurzusok
tananyagai és gyakorlatilag minden szdveges dokumentum, amely valamilyen modon koétédik
ehhez a tudomanyteriilethez. A bioinformatikai folydirat cikkek legnagyobb gylijteménye az
NCBI altal mitkodtetett PubMed adatbazis. Ebben az adatbazisban rengeteg bioinformatikai
cikk talalhat6 meg, olyan formaban, amely lehetévé teszi a tobb szempontt Osszetett keresések
gyors futtatasat is. A PubMed a cikkek kiadasi adatian kiviil tartalmazza azok kivonatait, igy a
felhasznald rovid betekintést nyerhet a dokumentum tartalmaba. Ezenkivill a nyilt elérésii
cikkek esetén a teljes szoveg is elérhetd és a megtekintéskor a felhasznalonak lehetdsége van

tobb szoveges formatum koziil is valasztania.

2.6. Fontosabb funkcio adatbazisok

A funkciok leirasaira kétféle szarmaztatott adatbazist hasznalnak. Az elsé tipus a
funkcio szerint csoportositott fehérjeszekvenciak gyljteménye, melynek alaptipusa a COG.
[43] A masik tipus a funkcidok szabvanyos leirdsara koncentral, amelyet fogalmi
hierarchidkban, szabalyokban, szaknyelvi nevén ontologidkban foglalnak Ossze. Ennek
alaptipusa a GO, melyet a Gene Ontology Consortium fejleszt folyamatosan. [44] A helyzetet
bonyolitja, hogy a fehérjefunkciok leirasahoz mar a COG készitdi is kifejlesztették a maguk

crer

ismertetem.
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2.6.1. Clusters of Orthologous Groups

A COG [43] (Clusters of Orthologous Group = Ortoldg csoportok klaszterei) az egyik
legismertebb fehérje-adatbazis, amely a genomok filogenetikai osztalyozasan alapul.
Mindegyik COG csoport valoszinisithetd ortologokat tartalmaz, figyelembe véve az evolcios
kapcsolatokat, mint példaul a génduplikdcio. Az adatbazist eredetileg kisérleti céllal hoztak
korai tapasztalatok alapjan 17 fobb funkcidosztalyt hoztak 1étre, amelyek kozott alapvetd
sejtfunkciok és biokémiai aktivitisok mellett a még ismeretlen funkciok is helyet kaptak. A
csoportok kapcsolatrendszere jol felépitett, igy az adatbazis konnyen frissithetd az ujonnan
megismert génfunkciokkal. Bar az adatbazis nagy reményekkel és jelentds sikerekkel indult,
par évvel a megalkotasa utan a frissitése befejez6dott. A fejlesztése alatt Gsszesen 4872
kiilonb6z6 csoportot azonositottak, melynek koriilbeliil egy negyede (1346) tartozik az
ismeretlen funkcidju gének csoportjaba.[45] A COG adatbazist mindezzel egyiitt szinte
az EGGNOG adatbazis, amelyik a COG emberi tudassal definialt csoportjai mellett

automatikusan generalt csoportokat is tartalmaz.

2.6.2. Gene Ontology

Az elozéekben lathattunk lehetdségeket a gének annotalasara, és a bioldgiai
folyamatokban betoltott szerepének megismerésére. Azonban ezt a szerepet nem elég
felismerni, hanem valamilyen révid formaban le is kell tudnunk irni. Ez elsére nem tinik
bonyolult feladatnak, de mivel egy tulajdonsag vagy szerepkor tobbféleképpen is
megfogalmazhatd, illetve tobb funkcid esetén kiilonbozé fontossagot adhatunk az egyes
szerepeknek, ezért fontos a leiras egyértelmiisége. Ezt a célt szolgalja a GO (Gene Ontology).
[44] Ez az adatbazis a gén tulajdonsagokat harom csoportba osztja: bioldgiai folyamat,
molekuléris funkcio és sejt komponens. A csoportokba tartozo ontologidk grafként vannak
abrazolva, ahol minden alacsonyabb szint egyre specifikusabb leirast jelol. A Gene Ontologia
hasznalataval elkeriilhetd a korabbi kaosz, ami a nem egyértelmii funkcid nevekbdl adddott.
Bar mindegyik leirja az adott funkcidt, automata keresés esetén nehéz eldonteni ezek

azonossagat. (2.15. abra)
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Szokvanyos fehérje funkcio leirasok:
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‘ nucleoridyltransferase activity ‘

RNA polymerase activity <~ |

‘ RMNA polymerase activity ‘

—

2.15. abra Példa a Gene Ontology egy osztdalyozasdra

Bal oldalt lathaté egy adott fehérjecsalad funkcidjanak kiilonbozé elnevezései, és ugyan ennek a
funkcionak a Gene Ontology altal adott terminusa. A témahoz érté személy konnyen
megallapithatja, hogy a funkcié leirasok ugyanazt a biologiai szerepet takarjak, de egy automatikus
keresés esetén az algoritmus nem tudja ezt eldonteni. A Gene Ontology altal adott kifejezés és a
hozza tartozé hierarchikus leiras azonban megkonnyiti az automatizalt eljarasok feladatat. Jobb

oldalt lathat6 az adott terminus hierarchiaja.
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3. Célkituzések

Dolgozatom konkrét célja a baktériumok egyik legfontosabb jelzérendszerét, az ugy
nevezett quorum sensing rendszert alkotd gének felmérése volt a ma hozzaférheté nyilvanos
szekvencia-adatbazisok felhasznalasaval. Ehhez a munkahoz az egyik legelterjedtebb ilyen
rendszert, a Gram-negativ baktériumok ugy nevezett AHL jelzérendszerének génjeit
valasztottam ki targyként, mert ez jol definialt, részleteiben is ismert rendszer, ugyanakkor sok
valtozata ismeretes.

Munkatervem célja ketts volt: egyrészt le akartam irni a bakteridlis kommunikacid
génjeinek szervezddését, masrészt egy olyan automatizalhatd rendszer kialakitdsa, amellyel a
hasonld génszervezédések is leirhatok. Ezeknek az alapoknak figyelembevételével a

kovetkez6 célokat tiiztem ki:

1. A Gram-negativ baktériumok quorum sensing génjeinek megismerése, és a
szervezOdésiik leirdsara alkalmas jeldlési rendszer kialakitasa. A jeldlésrendszernek
alkalmasnak kell lennie a késobbi esetleges kiboOvitésre, €s mas kis elemszamu
alrendszerek felirasara is.

2. A quorum sensing gének felmérésére alkalmas szamitogépes eljaras kidolgozasa, mely
minimalis felhasznaloi beavatkozas mellett a lehetd legbiztosabb eredményt adja. A
helyesség biztositasara tobbszintl ellenérzési modszer 1étrehozasa.

3. A quorum sensing gének felmérése a publikus adatbazisokban. Az eredmény
helyességének nyomon kdvetése a teljes folyamat soran. A talalt gének és legfontosabb
tulajdonsagainak tarolasa és kiillonb6z6 szempontok alapjan torténd csoportositasa, mely
lehetové teszi az adatok késobbi elemzését.

4. A talalt gének bemutatdsira alkalmas weboldal kidolgozéasa, mely az informatikdban

kevésbé jartas felhasznalok szamara is konnyen atlathato és hasznalhato.
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4. Adatok és modszerek

4.1. Az adatok forrasa

A munkamhoz nyilvanos adatbazisokban fellelhetd szekvencialis adatokkal dolgoztam.
Az egységesség kedvéért kizardlag az egyesiilt allamokbeli National Institutes of Health
(NIH) National Center for Biotechnology Information (NCBI) adatait hasznaltam. [46] Innen
a bakteridlis adatok héaromféle adattipusat toltottem le: a teljes genomokat, a részletes
genomokat és az egyéni DNS szekvenciakat.

Az adatbazisban szerepld adatokat kétféle modszerrel értem el: ha kevés informéaciora
volt sziikségem egy kézzel végzet vizsgalathoz vagy ellendrzéshez, akkor a hivatalos honlapon
1évo Osszetett keresd segitségével kerestem meg és toltdttem le a sziikséges adatokat. Az
automatizalt algoritmusok azonban az NCBI FTP szerverét [47] hasznaltak, amely
megkoOnnyitette a nagy mennyiségli adatok letoltését.

Az adatokhoz vald hozzaférésnél két eltéréd szemléletmodot alkalmaztam: offline és
online. Offline esetben az adatbazis 0sszes sziikséges adatfajljat elére letdltottem a gépre, és a
késébbiekben ebbdl nyertem ki a sziikséges informaciot. Ennek a médszernek az elénye, hogy
nem igényel aktiv internet kapcsolatot a letdltés utan, a merevlemezen tarolt adatbazis elérése
sokkal gyorsabb és a tobb orakig futd algoritmusok nincsenek kitéve a talterhelt adatbazisok
elérési kimaradasainak. Hatranya viszont hogy az egész adatbazist tarolni kell, melynek
mérete csak legsziikségesebb adatbazis részletek esetén is tobb 10 GB, melynek legnagyobb
részét nem is hasznaljuk. Online adatbazis hozzaférés esetén az automatizalt algoritmus
egyesével tolti le a sziikséges adatbazis fajlokat, ezaltal mindig a legfrissebb adatokon
dolgozik, és csak a tényleg sziikséges fajlok keriilnek letoltésre. Példaul a bakterialis ptt
formatumu fajlok esetén csupan a teljes adatbazis kevesebb, mint 10% keriilt vizsgalat ala.

A munkam soran eldszor offline adatbazis elérést hasznaltam, de mivel a teljes
automatizalas megkoveteli az adatok frissességét, ezért atértem az online modszerre, ami
ugyan lassabb, de ez a megoldas kozelebb all a megoldand6 probléméhoz. Igy az utolso teljes
adatbazis letoltés 2012. januari, de azdta a keresési eredmény tobbszor frissitve lett az 1j
algoritmusfutasok altal.

Habér kizarélag az NCBI adatbazis adatait hasznaltam az algoritmus futisa soran, a
fejlesztés soran tobbszor végeztem kézi ellendrzéseket a bizonytalan talalatok esetén. Ezek
soran mas adatbazisokat is hasznaltam, tobbek kozott a UniProt [48] adatbazis UniRef
klasztereit, amelyek segitettek ellendrizni az eredményeket: ha a taldlatok néhany klaszter
segitségével lefedhetdek, az megerdsiti a helyességiiket. A klaszterek kimaradt tagjai pedig

segitenek javitani, tovabb fejleszteni a keresés alapjat képez6 HMM profilokat.
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4.2. A keretrendszer kialakitasa

Miel6tt nekiallunk elkésziteni egy automatizalt keresési rendszert, mindenképp meg kell
hataroznunk, hogy milyen adat és programozasi kornyezetben fogjuk hasznalni. Ennek
megtervezése minden szoftver esetén fontos, mert a kés6bbi valtoztatas rendkiviil idéigényes
lehet és nem is biztos, hogy a kovetelmények szinten tartasaval lehetséges. A projektemnél a
folyamat soran kizardlag szoveges fajlokat hasznaltam, csak bizonyos eredmények kézi
elemzésénél volt sziikségem képfajlokra (hasonlosagi fak, kladogramok), viszont ezeknek
létezik egzakt szdveges leirasa is, igy egyféle adattipussal kellett foglalkoznom: szdveges
fajllal. Mivel a szoveges fajlok karakterkddolésa is eltérhet kiilonbozd rendszereken, ezért a
minden platform altal tdimogatott, BOM-nélkiili UTF8 kodolast valasztottam.

Mivel az adatok kezelése nem befolyasolja a keretrendszer kivalasztasat, ezért csak a
hasznalni kivant programcsomagok és szoftverek tamogatasat kellett figyelembe vennem. Els6
tervezési 1€pés az operacids rendszer kivalasztasa volt. Mivel a bioinformatikai alkalmazasok
dontd tobbsége Unix alapu operacios rendszerre van optimalizdlva, ezért alap rendszernek a
Linuxot valasztottam. Bar legtobb esetben kiprobaltam a Windows kornyezetben futd
alternativakat, tapasztalatom szerint ezeket hasznalata nehézkesebb, és altalaban lassabban is
futottak. A munka soran késziilt programszkriptek azonban az esetek dontd tobbségében nem
hasznaltak ki a Unix operacids rendszer specidlis lehetOségeit, igy az altalam létrehozott
program apré modositasok utdn mas rendszeren (Windows) is futtathato volt.

Az operacids rendszer kivalasztasa utan a programozasi nyelvet kellet kivalasztanom.
Ez a legfontosabb tervezési 1épés, mert a hasznalt nyelv dontéen befolyasolja a program
felépitését, hatékonysagat és nem utolsosorban fejlesztési nehézségét. Nincs ,tokéletes”
valasztas, mivel sok kiilonbozo alfeladatot kell elvégezni, és egy adott nyelv egyes részleteket
gyorsan és hatékonyan old meg, mig masokat lassan és nagy erdforras igénnyel. Erre
megoldas lehet ugyan tobb nyelv kozds hasznalata, de ez ennyire kis projektnél nem hozna
akkor javulast, mint amennyit a programrészletek Gsszehangolasa elvenne. Igy egy nyelv
valasztasa mellett dontdttem. Mivel nagyobbrészt fajlfeldolgozas, kiilsOparancs hivas és
szOvegmanipulalas sziikséges a feladatok megoldasahoz, ezért egy szkriptnyelvet volt érdemes
valasztanom, mivel a nyelvek ezen tipusa alacsony er6forras igényli. A bioinformatikaban két
ilyen nyelv haszndlata terjedt el: a Perl és a Python. Mindkett6 megfeleld6 médon tdmogatja a
regularis kifejezések hasznalatat, az egyszerii fajlbeolvasast és mindkettdvel viszonylag gyors
kdd irhatd. Bioinformatikai modul is talalhato hozzajuk (BioPerl[49, 50] és BioPython[51]), és
rengeteg hasznos példa és segédlet fellelhetd az interneten. Eleinte a Perl nyelvet hasznaltam,
mert az elemi 1épések elkészitéséhez jobbnak bizonyult az eszkozkészlete. Amikor azonban a
teljes munkamenet Osszeillesztésére, és az automatizalashoz nélkiilozhetetlen folyamatos adat

validalasra keriilt a sor, a Python nyelv nyujtott megbizhatobb teljesitményt, igy végil a végso
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program ezen a nyelven késziilt el. Bar a két nyelv szintaktikaja elégé eltér6, még sem okozott
nagy problémat a nyelvek kozotti atallas, mivel a szemantikdjuk nagyon hasonlo, igy az
algoritmusok donté tobbségét nem kellett attervezni. A szkriptnyelveknek a hatékony
szovegfeldolgozason kiviil van egy k6z0s tulajdonsaguk: rendkiviil robosztusak. Ez azt jelenti,
hogy futaskozben fellépd hiba esetén is tovabb folytatja a futast (kivéve par kritikus hiba
esetén). Ez azért hasznos tulajdonsag, mert egy tobb tizezer soros fajl feldolgozasa nem
szakad meg par sor hib4ja miatt, igy csak a hibas sorok esetén kell az algoritmust ujra futtatni.
Ez viszont megkoveteli a program futdsa kdzben torténd folyamatos eredmény ellendrzést,
mert ha egy olyan adat lesz hibas, amit a késobbiekben még felhasznalunk, akkor ez a hiba
tovabb gylirlizik az egész folyamat soran, és elronthatja a végeredményt.

A munkamenet soran tobb bioinformatikai szoftvert is hasznaltam, ezek kozil a

fontosabbak a kovetkezok:

ClustalW 2.0.11.-es verzid (2.3.1 fejezet)
hmmer 3.0.-as verzid (2.3.2 fejezet)
BLAST 2.2.25.-0s verzid (2.3.3 fejezet)
Artemis 15.0.0.-as verzio (5.1.2 fejezet)
PHYLIP 3.695-6s verzio (4.3.1 fejezet)
Jalview 2.0.1.-es verzio. (I. Melléklet)

Az algoritmus tesztelése egy Intel® Core™ i7-2630QM processzorral rendelkezd gépen

tortént, 5400 rpm sebességli merevlemez eléréssel.

4.3. Hasonlosagi fak

Az adatok megjelenitésére hasonlosagi faépitd algoritmusokat hasznaltam. A hasonlosagi
fa egy grafelméleti binarisfa, amelynek a levelei tartalmazzak a szekvencidkat. A faban a
levelek kozotti tdvolsag pedig egyenesen aranyos a szekvenciak hasonlésaganak mértékével.
A szekvencidk homologijanak vizsgalatara tobb modszer is van, melyek nagyban
befolyasoljak az elkészitett fa tulajdonsagait és pontossagat. Egy biologiai szemmel
kifogastalan fa elkészitése rendkiviil bonyolult feladat. Mivel azonban én csupan a
szignifikans csoportosulasok megkeresésére hasznaltam a modszert, igy szdmomra a kevésbé
pontos megoldasok is megfeleltek. Ennek ellenére a fa készitésének legalapvetobb szabalyat
mindenképp szem el6tt kell tartani: csak ténylegesen hasonld szekvenciakbol készitsiink
hasonlosagi fat, mert kiilonben a fa elveszti az informaci6 tartalmat. Ezért minden esetben
csak azonos tipusi gének szekvenciabol készitettem fat, csak kiillonbozo feltételeknek
megfeleléen valogattam ki 6ket. (Példaul: a burkholderiak rendjébe tartozé baktériumok IuxR

génjei vagy a R2 tipust topologia IuxR génjei.)
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4.3.1. Fakészitési algoritmusok

Mivel a rendelkezésre allo DNS szekvenciakrol nem rendelkeztem evolucids adatokkal,
igy a hasonlosagi fa épitéséhez tavolsag alapt eljardsokat haszndltam, ahol a tdvolsadg a
szekvencidk paros illesztésébdl szarmazd szerkesztési (Levenshtein) tavolsag. A

tavolsagmatrixbol tobb eljaras segitségével és elkészithetjiik a filogenetikus fankat:

UPGMA: egyszerlii agglomeraciés vagy hierarchikus klaszterez algoritmus, mely
teljesen kiilonallo levelekbdl indulva, minden lépésben a két legkdzelebbi
részfat 0sszekapcsolva hozza létre a végso fat.

Neighbor-joining: moho algoritmus, ami egy csillag alaka fabodl kiindulva, minden
Iépésben annak a két agnak az Osszevonasat végzi el, aminek hatdsara az 6ssz

aghossz a legkevesebb lesz.

Bar egyik tavolsag alapu algoritmus sem tud annyira pontos megoldast adni, mint a
modell alapu modszerek, a szamitas igénylik sokkal kisebb, igy nagyobb adathalmaz esetén is
alkalmazhatoak voltak. A masodik metddus segitségével pontosabb eredmény érhetd el, igy
munkam soran ezzel dolgoztam. Ezeket az algoritmusokat els6sorban a PHYLIP [52]
programcsomagon keresztiil hasznaltam, ami lehet6vé tette a miiveletek pontos
paraméterezését. Emellett alkalmaztam a ClustalW algoritmus altal készitett iranyit6 fat

predikcids célokra.
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5. Eredmények I.

5.1. A munkamenet megtervezése és a program kidolgozasa

5.1.1. Hasznalt jelolések

A quorum sensing gének elhelyezkedését két szempont alapjan vizsgaltam. Az els
szempont, hogy a gének mennyire fedik at egymast. Ez az adat a gének kezdd és

“ gy

egyes esetek nevei:

a) diszjunkt b) érintkez6 c) részlegesen atfedo
d) kozos végpont e) tartalmazo f) azonos szegmens
Pozicié szerint Orientéacid szerint
a) | || |

b) | | | p
c) | L. | ——

O T T —

B)

9 | pi—

5.1. dbra Lehetséges poziciok és orientaciok két gén esetén.

A masik vizsgalati szempont a gének orienticidja. Ez az iranyultsag a gén
kifejez6désének iranyaval van Osszefliggésben, ami attdl fiigg, hogy melyik DNS szélon
talalhatd. Az altalam hasznalt konvencié a topologidk szemléltetésekor: a + szal egy jobbra
mutatd nyillal van reprezentalva, a — szal egy balra mutatd nyillal. Ez alapjan két gén
egymashoz viszonyitott orientaltsaga két féle lehet: egy iranyba mutatd (parallel, A) vagy
kiilonb6z6 iranyba mutato (anti-parallel, B). (5.1. abra)

Miel6tt megvizsgaltam a topoldgiak génjeinek egymashoz viszonyitott orientaltsagat,
érdemes volt meghataroznom egy egyszerisitett, formalis felirast, amivel jeldlni tudtam az
adott elrendezddést. En a kovetkezd jelolést hasznaltam a topologiak leirasara: felsorolom a
géneket a DNS-en valo pozicio sorrendjébe, majd utana a gének folé rajzolt nyillal jelzem az
iranyultsagot. Ez a jelolés egyszer(i és reprezentativ, viszont egyszerli szoveges fajlokban
torténd leirasra nem hasznalhato. Ilyen esetekben az orientaltsdgot nem nyilakkal jeldltem,
hanem a géneket jelolo betiik utan a megfeleld sorrendben felsoroltam a szalak jelét. Példak a

nyillal és a DNS-en val6 abrazolassal a kdvetkezd képen lathatoak. (5.2. abra)
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DNS Nyilakkal Feliras Cleartext

Feliras

+-=| A —— B |=- Ell> j_} AB++

A" | B>{®{I | ABC | ABC+-

m—re | <AB){T | ABC | ABC+

5.2. abra Példak a topologia feliro jelolésre.

A DNS szalak szimmetridjanak 3’—5° és 5°—3’ kovetkezménye az, hogy bizonyos
topologiak lényegében ugyan azok. Mivel nincs konkrétan szabalyozott meghatarozas arra,
hogy melyik DNS szal a pozitiv (+) és melyik a negativ (-), ezért azokat a topologiakat
azonosnak tekintettem, ahol a DNS megforditasaval ugyanazt az elrendezddést kapjuk. Mint
példaul ABC ¢és CBA esetében. A szimmetrit az 5.3. 4dbra reprezentalja, ahol jol latszik, hogy
ha a piros nyilak mentén nézziilk a DNS-en a gének elhelyezkedését (mindegyik 3’ oldal),
ugyanazt fogjuk latni. A szimmetrikus topologidk esetén azonban el kell donteniink, hogy a
két lehetdség koziil melyik névvel illetjilk az adott topologiat. Példaul lehetdségiink van a
topologiak abécé sorrendben vett valtozatai koziil az elsé kivalasztani, vagy kikotjiik, hogy az
els6 gén mindig a pozitiv szalon legyen, esetleg a topologidban részt vevd gének kozott
felallitunk egy sajat relaciot. Munkam soran én az utolsé lehetéséget valasztottam: a luxR gén
rendelkezett a legnagyobb prioritassal, a luxl gén pedig a legkisebbel. A valasztasomnak
semmilyen biologiai alapja sincs, csupan szamomra esztétikusabban tiintek az R-rel kezd6do

topologiai felirasok.

— I
3 AN 5 ABC
51 B [INE3

— —3

SIEE— B | 5 CBA

5' BV NSk
<

5.3. abra A topologiak szimmetridjanak szemléltetése.

Mivel a két DNS szalat nem kiilonboztetjiik meg egymastol, igy a képen szerepld két topologia

S

(ABC ¢s CBA) ugyanannak tekinthetd.
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5.1.2. Topologiak szemléltetése

Egyszeri abrazolas

A topologiak szemléltetésének legegyszertibb formaja, amikor a géneket egyszert,
azonos méretli nyillal abrazoljuk. Ebben az esetben a gének egymashoz viszonyitott helyzete
¢s irdnya a hangsulyos. A konnyt attekinthetoség érdekében figyelmen kiviil hagyjuk a gének
méreteit, atfedésiiket és minden egyéb tényezdt. Ez az dabrdzolds az elrendezddések
keresésének elején a leghasznosabb, mivel gyorsan kapunk egy konnyen elemezhetd abrat az
adott topologiarol. Elkészitése nem igényel specifikus programot, igy szinte barmilyen
szoftverkornyezetben elkészithetd. Weblapon val6 dinamikus megjelenitéséhez nem sziikséges
kiilon erdforrds, gyakran haszndlt eszkdzokkel megoldhatd. Egy RLI tipust topologia

egyszeri abrazolasat mutatja az 5.4. abra.

R L1

5.4. abra Példa topologidk egyszerii abrazoldsdara

Artemis

Az egyszerli abrazolasnal Osszetettebb képet kapunk a Sanger Institute Artemis [53]
nevil genomabrazold és annotacios eszkbze segitségével. [54] Ez a szemléltetési modszer
lehet6séget ad a gének méretének és atfedésének megjelenitésére is. Az orientaltsagbeli
kiilonbséget a kiilonb6zd iranyt nyilakon kiviil a kiilonb6z6 DNS szélakra rajzolas is kiemeli,
igy az azonos transzlacios iranyG gének konnyebben vizsgalhatoak. Az Artemis szoftver
eszkoztara lehetOséget ad a géneken kivil mas DNS elemek megjelenitésére is. A
Pseudomonas Aeruginosa PAOl egy RLI tipusa topologidjanak Artemisszel tortént
szemléltetését mutatja az 5.5. dbra. A kommunikacioért felelés géneken kiviil (luxl, luxR és
rsal) megjelenitésre keriilt a DNS egy lux-box nevii, quorum sensinggel kapcsolatos
jellegzetessége is.

Entry: P Reruginosa PRO1 - ELI

| [ 0 | [
gene nisc_feature
|z00 [l |s00 ﬂn [1500 [1500 Teron
Jene nisc_feature
Source 1 2289
gene 301 10ZzZ0 R gene
gene 1010 1252 © L gene

nisc_feature 1309 1328 lux-hox (76)
uizc_feature 1309 1328 © lux-box (73]
gene 1354 1959 I gene

5.5. dbra Artemis segitségével torténd topologia abrazolas egy példaja
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Kromoszoma térkép

A kromoszoma térkép az eddigi dbrazolas modoktdl eltéréen nem egy elrendezddésben
szerepld gének egymashoz vald viszonyat hivatott reprezentalni, hanem az egy kromoszéman
1év6 topologidk elhelyezkedését a genomban. Ennek segitségével nem csak a topoldgiak tipusa
¢s szama alapjan tudjuk Osszehasonlitani a baktériumokat, hanem konzervalt elhelyezkedési
mintakat is kereshetiink. Az 5.6. abra a P. Aeruginosa PAOl baktérium genomjat
reprezentalja. Mivel a legtobb baktériumnak a DNS-e cirkularis, ezért valasztanunk kell egy
viszonyitasi pontot, ami alapjan elhelyezziik a géneket a rajzon. Jelen esetben én a GenBank
rekord vagasi pontjat valasztottam, és rogzitettem a kor legfelsé pontjan. Egy genom
vizsgalata esetén ennek nincs jelentdsége, mivel a térkép barmekkora mértékbe elforgathato.
Ha viszont tobb genomot szeretnénk Osszehasonlitani, akkor mindenképp sziikséges egy
bioldgiai értelemmel bird k6z0s viszonyitasi pontot valasztani. Erre tokéletesen alkalmas egy

mindegyik genomban szerepld, jol ismert gén.

Pseudomonas aeruginosa PAO1

G

RI (R1)

5.6. dbra Példa a topoldgidak kromoszoma térképére

5.1.3. Szekvenciak hasonlésaganak abrazolasa

A topologidk Osszehasonlitd vizsgalatdnak egyik része az elrendezddéseket alkoto
geének kiilonallo vizsgélata is. Ez altal megtudhatjuk, hogy az azonos tipusu topologidkban
szerepld gének mennyire hasonlitanak egymasra, és ezeknek a hasonldsdgoknak van-e
kapcsolata a baktériumok evoluciés vagy taxondmiai rokonsagaval. Génszekvencidk

hasonlosaganak abrazolasara legjobb modszer a filogenetikus fa készitése.
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A fa megjelenitése

A fakészitd algoritmusok legtobbje az eredményt Newick formatumban adjak meg. Ez a
formatum a fa szerkezetét zarojelezéssel kodolja. Ezenfeliil - amennyiben sziikséges - eltarolja
a fa againak hosszat is. Az elkésziilt fakat — fiiggetleniil a készités algoritmusatol — Kiilonb6z6
modon tudjuk abrazolni attol fiiggden, hogy a fa milyen célbol késziilt: adatokat akarunk
leolvasni roéla (csoportok meghatarozasa), vagy csupan szekvenciak hasonlosaganak
szemléltetése a cél. Az adatok fiiggvényében én két kiillonbozé abrazolasi technikat

hasznaltam. (5.7. abra)

A) Kladogram: Gyokérrel rendelkezd fa (iranyitott graf), ami egyértelmiien azonositja
legk6zelebbi k6zos 6st (Egy adott szekvencia, ami nem szerepel a bemenetben). A bemeneti
szekvenciak a fa leveleiben szerepelnek és a gyokértdl vald tavolsagot a hipotetikus kdzos
Ost6l vald genetikai tavolsag hatarozza meg. A gyokér azonositdsahoz altalaban egy olyan

szekvenciat hasznalnak, ami vizsgalt csoporttal csak tavoli kapcsolatban all.

B) Gyokértelen fa esetén a bementi szekvenciak tavolsagat és kapcsolatait abrazoljuk
anélkiil, hogy barmit feltételeznénk a szarmazasukrol. Egy gyokeres fabol minden esetben
készithetiink egy gyoktelent, viszont gyokértelen fa esetén rendszerint nem lehetséges gyokér

elhelyezése tovabbi informaciok hozzaadasa nélkiil.

_[

A)Kladogram B) Gytkértelen fa

5.7. abra Az dltalam hasznalt két hasonldsdgi fa tipus
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5.1.4. Szekvencia illesztések konzervaltsaga

A szekvencidk hasonlosaganak feltdrasahoz nyujt lehetoséget a tobbszords illesztésiik
vizsgalata. Az illesztés egy oszlopaban az aminosavak minél kevésbé valtozatosak, az adott
pontban annal konzervaltabb az illesztés. Ennek a tulajdonsdgnak a szamszerlisitésével
lehetdségiink van illesztés legmeghatdrozobb régidinak meghatirozasdhoz. Ezek a szekvencia
szakaszok segitségiikre lehetnek egy gén kiilonbozo tipusainak hasonlosag vizsgalataban.

A konzervaltsagot tobb féle modszerrel is lehet mérni, mint példaul a leggyakrabban
elé6fordulé aminosav szamossaga. Ez azonban nem ad elég arnyalt eredményt és nem veszi
figyelembe a kiilonb6z6 aminosavak hasonldsagat sem. Ezért az Emboss programcsomag
plotcon nevii abrazoloprogramjahoz hasonld elvet hasznaltam: az adott oszlopban szerepld
aminosavakat minden lehetséges modon parba allitottam, majd helyettesitési matrix
(Blosum62) segitségével megnéztem mennyire hasonlitanak egymasra. Ezutan ezeknek az
értékeknek vettem az atlagat. Az igy kapott érték jol reprezentdlja az adott oszlop
konzervaltsagat. Az értékeket a szekvencian vald helyzetiiknek megfeleléen grafikonon
abrazolva egy konzervaltsagot jol szemléltetdé abrat kapunk. Mivel ez a mddszer érzékeny a

kis kiilonbségekre ezért a gorbét megfeleld ablak hasznalataval lehet simitani.

A konzervaltsag kiszamitasanak képlete:

Dy EWSM(X,}/) ahol S = ws *n *2(11 -1

Conservation(W) =

A képletben szereplé W az ablak oszlopaiban szerepld 0sszes aminosavat tartalmazo
halmaz, x és y a W halmaz egy-egy eleme, az M fiiggvény a helyettesitési matrix értékét
visszaado fiiggvény, ws az ablak mérete és n az illesztésben szerepld szekvenciak szama.

5 T T T

Konzervaltsag

0 50 100 150 200
Pozicio a fehérjeszekvencian

5.8. dbra Az rsaM gének konzervaltsagat bemutato grafikon
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5.2. Munkafolyamat lépései

5.2.1. HMM Profil és adatbazisok

A feladat megoldasanak nulladik 1épése, hogy az automatizalt futashoz sziikséges
Osszes fajlt elokészitjiik, illetve elkészitjik. Ez a mivelet nem automatizalt, mivel az
informaciok nagyobb része kizardlag a felhasznalotol fiigg. A legalapvetobb dolog a
fehérjecsaladok kivalasztasa, amelyeknek elhelyezkedését vizsgalni akarjuk. Ezeket a
fehérjecsaladokat egy konkatenalt (0sszeflizott) HMM profil segitségével irjuk le. Ho a HMM
profil készen van, akkor a keresés soran hasznalt tobbi valtozot tartalmazod fajlt kell
elkésziteniink. Ez az informacios fajl tartalmazza a fehérjecsalad roviditett nevét és a keresés
azon feltételeit, amely alapjan elfogadunk egy talalatot a fehérjecsalad tagjanak vagy sem.
Ezek a feltételek hatarozzak meg a végsé eredmény helyességét és a késobbi felhasznalas
lehetoségeit; ha engedékeny szabalyokat hasznalunk, az eredmények halmaza nagyobb lesz,
igy nagyobb eséllyel tartalmaz minden sziikséges fehérjét, de megbizhatosaga kisebb lesz,
emiatt az adatok tovabbi vizsgalata és ellenérzése sziikséges.

Miutan a fehérjecsalad leirasaval végeztiink, ki kell valasztanunk az adathalmazt,
amelyen futtatni szeretnénk a keresést. Alapértelmezés szerint az NCBI GenBank &sszes
bakterialis adatat tartalmazé adatbazisan fut a keresés, melyet online vizsgal, de lehetdség van
a felhasznalt adathalmaz sziikitésére is, igy nem kell kivarni a teljes kereséshez sziikséges idot,
ha példaul csak a Pseudomonas nemzetségbe tartozé baktériumokat akarjuk megvizsgalni. A
keresési eljaras sordn mind a keresés datuma, mind az adathalmaz neve eltarolasra keriil az
eredmény fajl fejlécében, hogy a késGbbiekben konnyen azonosithatdé legyen, hogy milyen

keresési eredmény talalhat6 az adatfajlban, és mennyire friss adatokon futott.

5.2.2. HMM Keresés futtatasa

A munkamenet elsé 1épése a HMM profil alapjan torténd keresés futtatasa. Ez a
megadott HMM profilokkal torténik a beallitott adathalmazon. Ebben a 1épésben az adatok
értekelése még nem torténik meg, csupadn az egyesével letoltott FASTA formatumi
adatbazisfajlokon lefut a hmmer [55] programcsomag hmmsearch algoritmusa, az
eredményeket pedig egy szoveges fajlba gyljti 6ssze a program. A fajlban a kovetkezo
informaciokat taroljuk el a génekrdl: génazonositd, a HMM profil melyik doménjével van
talalat, ennek a talalatnak a valoszintisége (e-value) és a forrasfajl neve (amely tartalmazza a
baktérium nevét és a kromoszoéma azonositojat, igy a futds késobbi 1épéseiben konnyen
elérhetjiik az adott baktérium kiilonb6z6 adatfajljait is). A fajl elsé par soraban egy fejléc

foglal helyet, amely tartalmazza a keresés fontosabb paramétereit, mint példaul a vizsgalt
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baktériumok szdma, a lefutatott HMM keresések szama (ez egyenld a szlikitett adatbazisban
talalhato fasta fajlok szamaval) és a keresés taldlatainak szama. Ez a szoveges fajl adodik
tovabb az algoritmus kdvetkezd 1épésének.

Az egyesével torténd letdltés lassitja ugyan az algoritmus futdsat, viszont biztositja,
hogy minden esetben automatikusan a legfrissebb adatbazist éjik el, és nem kell a
merevlemezen tarolni viszonylag nagy mérettel rendelkezd adatbazis archivokat. A keresést
végrehajtd program részlet azonban modulérisan lett megirva, igy amennyiben sziikséges, az
adatfajl letoltdé fiiggvény konnyedén kicserélhetd egy olyannal, ami egy a szamitogépen

talalhatd konyvtarbdl vagy archivumbdl veszi az adatokat.

5.2.3. A Kkeresés talalatainak szirése

A kovetkez0 1épés a talalatok feldolgozasa a géncsalad informacids fajlja alapjan. Ez a
feldolgozas két fontos feladatot lat el; kisziiri a til valoszinitlen talalatokat, illetve a talalt
domének alapjan megallapitja, hogy az adott fehérjecsaladrol van-e sz6, vagy sem.

A HMM keresés eredményei esetén tobb lehetdségiink is van a valosziniitlen talalatok
kiszlirésére. Az egyik altalam hasznalt diszkriminator a talalat hossza. Minden gén esetén van
egy jellemzd hossz, amelytdl a fehérjecsaldd tagjai csak kis mértékben térnek el. Mivel a
HMM profil készitéséhez sziikségiink volt ismert csaladtagokra, igy ezek hosszabol mar
konnyen prediktdlhatunk egy hatart, amely folotti hossz esetén mar alacsony annak a
valoszinlisége, hogy a géncsaldd egy tagjaval van dolgunk. Ez a hatar példaul lehet az ismert
génhosszak maximumanak bizonyos szazalékkal torténd novelése. A hossz vizsgalata az
adatbazis rekordok hibdinak kiszlirésénél is hasznos, ugyanis el6fordulhat, hogy az
adatbazisban egy génként szerepld szekvencia valdjaban tobb gént tartalmaz. Ekkor a HMM
keresés a részleges, de nagy egyezés miatt a géncsaladba tartozast fogja megallapitani, viszont
mivel a ,,génlink” kétszer olyan hossza, mint a tobbi, ezért itt kifog szelektalédni. Ez ugyan
egy valosziniileg helyes gén elvesztését jelenti, amely csak rosszul szerepel az adatbazisban,
de a végs6 eredmény validalasanak megkonnyitése érdekében az adatbazis anomalidk esetén
inkabb a teljes kihagyast valasztottam.

A domén szinti vizsgalatra azért van sziikség, mert el6fordulhat, hogy a keresett
fehérjecsaladunk egyik doménje egy rendkiviil gyakori domén. Ebben az esetben a
valoszinliség vizsgalat soran a szekvencia ezt a részét sokkal kisebb sullyal kell figyelembe
venni, mert kiilonben ez a DNS szakasz a talalatok valosziniiségi értékeinek
closzlastartomanyat szikiti. A vizsgalat soran 3 tipust géncsalad felirast hasznaltam (5.9.

abra)
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5.9. dbra A HMM profil lehetséges tipusali

a) Egy doménes: Tulajdonképpen az egész szekvenciat irjuk fel egy HMM profillal. Ha a
keresés szignifikans eredményt mutat, a gént a fehérjecsalad részének tekinthetjiik. Ilyet
hasznaltam a rsaM és rsal gének esetén.

b) Tobb doménes: A szekvencia tobb jellemz6é domént tartalmaz, igy mindegyiket kiilon
HMM profillal irjuk fel. Csak akkor fogadjuk el a fehérjecsaladba tartozast, ha az adott
szekvencia mindegyik domén esetén szignifikans taldlatot mutat. Ilyen felirast
alkalmaztam a luxR gén esetén a kovetkez6 doménekkel: egy autoinducer k6té6 domén,
¢s egy GerE nevii regulator.

c¢) Tobb génes: Ezt abban az esetben kell hasznalni, ha az adott géncsalad tagjai valtozatosak:
nincsenek jellemzd, diszkrinativ domének, raadasul egy masik géncsalad nagyon
hasonlé. Ekkor az egész szekvenciat leir6 HMM profil a biztos taldlatokra ugyan jol
mikddne, viszont a kevésbé jo talalatok esetén mar rengeteg hibas talalat is lehetséges.
Ezért nem egy, hanem tdbb, a teljes szekvenciat lefedd HMM profilt készitiink, és akkor
fogadjuk el a talalatot, ha ezek a profilok megadott szizalékban szignifikans
hasonlosagot mutatnak. Ezt szemlélteti az 5.10. abra. Ezt a modszert hasznaltam a luxl

gén esetén.
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5.10. abra EQy HMM profil lefedésének szemléltetése

Ha géneket egy két dimenzids térben abrazoljuk, akkor egy HMM profil szignifikans talalatait
tekinthetjilk egy meghatarozott sugaru kornek. Bizonyos esetekben eléfordul, hogy egy profil
hasznalata esetén nem fehérjecsaladbeli gének magasabb pontszamu eredményt érnek el a keresés
soran, mint a fehérje csalad egyes tagjai. Ez a probléma tobb, specifikusabb profil alkalmazasaval

sok esetben megsziintethetd.

A domén talalatok sziirésének legfontosabb szempontja a vagasi kiiszobérték
megvalasztasa, azaz meghatarozzuk azt a talalati valdsziniiséget, aminél jobb eredményeket
mar szignifikdnsnak tekintiink. Ennek meghatdrozasdhoz sziikségiink van a taldlatok
analizisére. (Amennyiben a géncsalad ismert tagjainak szdma elég nagy, ez a mivelet elére
elvégezhetd.) Eloszor nézziik a HMM keresés adott doménjére vonatkozo talalatok listajat,
majd vessziik a talalatok e-vaule értékét, novekvé sorrendbe rendezziik 6ket, és grafikonon
abrazoljuk a negativ logaritmusukat. (5.11. 4bra) Ezen az abran jelent6s értékeséseket
keresiink, majd ezek koziil valasztunk egyet, és az esés intervalluman beliil valasztunk egy
kiiszobértéket (praktikusan a maximum értékéhez kozeli értéket érdemes valasztani). Ha
nincsen jelentds értékesés, akkor a HMM profilunk nem hasznalhaté megbizhato keresésre,
mivel a talalatok kozépsd részében a fehérjecsalad tagjai €s a nem tagok keverten
helyezkednek el, igy barhogy is valasztjuk meg a kiiszobértéket, vagy a fals pozitiv vagy a fals
negativ talalatok szama lesz magas. Ebben az esetben vagy masik profilt kell késziteniink,
vagy meg kell vizsgalnunk a profil felbontasanak lehetéségeit. Minél alacsonyabb
kiiszobértéket valasztunk, annal valdsziniibb a talalatok helyessége, viszont annal tébb jo
talalatot zarunk ki a tovabbi vizsgalatbol. En a munkdm soran inkabb magasabb kiiszobértéket

valasztottam, és az eredményt kiilonboz6 validalasi eszkézokkel ellendriztem.
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szekvencia helye a rendezett sorban
5.11. dbra EQy HMM Keresés szignifikancia vizsgdalatanak egy példdja
Az abran pirossal bekarikdzva talalhatdoak a nagy meredekségili csokkenések. A kék vonal jelzi a
vélasztott szignifikancia szintet, ami a példaban a grafikon 58-es szintje, ami 10~58-o0s értéknek felel

meg.
5.2.4. Adatok gyitijtése, talalatok ellendrzése

Miutan csak a szignifikdns gének maradtak a listdban, a program ujfent csatlakozik az
NCBI adatbazisdhoz, hogy az elrendezddés vizsgalatdhoz sziikséges adatokat Osszegytijtse:
nevezetesen az eddig ismert génazonositd mellett a gén sorszdmat, pontos helyét a genomban,
melyik szélon talalhaté a gén, milyen COG csoportba van sorolva, és milyen fehérjét termel.
Az utolso kettd informdacio a talalatok ellendrzését konnyitik meg. Példaul ha tudjuk, hogy a
keresett fehérjecsaladunk melyik COG csoportba tartozik, és a talalt génnek COG csoportja
ezzel megegyezik, az megerdsiti a talalat helyességét. Sajnos sok esetben hianyzik ez az érték,
igy nem lehet csak erre alapozni az ellendrzést. A fehérje termék leirasa is egy jo validalasi
pont, de sajnos a 2.6 fejezetben megfogalmazott nehézségek miatt ez sem lehet abszolut
validalasi tulajdonsag.

Az adatokat egy masik moédszer segitségével is ellendriztem. Munkam kezdetén a
HMM Kkeresés alternativajaként felmeriilt a BLAST algoritmus alkalmazasa is (blastp). El is
késziilt egy kezdetleges adatbazis a kezdetben ismert IUXR és luxl génekbdl, amihez a
keresésben résztvevd fehérjeszekvencidkat hasonlithatjuk. Ez a keresés kezdetben
reményteljes eredményeket hozott, de ezeknek az adatoknak a feldolgozasat nagyban
nehezitette, hogy a taldlatok nem pontosan illeszkedtek a génekre. Ez nem jelent problémat, ha
a talalatok végpontjai csak kis mértékben témek a gének végpontjaitdl, mert akkor konnyen

megfeleltethetjiik 6ket egymasnak. De tobb esetben a génnek csak kis részét, vagy egyszerre
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tobb gént is lefedett a talalat, igy ezeket a taldlatokat nem lehet tovabbi vizsgalat nélkiil
elemezni. Ezért dontdttem inkdbb a HMM alapu keresés mellett. A BLAST keresés
eredményét azonban a késobbiekben alkalmazni tudtam az eredmények validalasban (bar az
adatbazisat nem javitottam tovabb): ha egy BLAST eredmény nagyrészt lefedi a

génjeldltiinket, azzal erdsiti annak helyességét.

5.2.5. Topoldgiak keresése

“ ey

megvizsgalni, hogy az adott fehérjecsaladok génjei milyen helyzetben vannak egymashoz
viszonyitva. Mindegyik gén kapott egy roviditett jelzést (egy betiit), hogy konnyebben fel
lehessen irni a talalt topologiakat, azaz az elhelyezkedéseket. (quorum sensing gének esetén ez
a kovetkezo volt: luxR — R, luxl — I, rsaM — M, rsaL — L).

A topologiak felismerésének elsé 1épése, hogy a megtalalt géncsaladtagokat baktérium
kromoszoma szerint kiilén csoportositjuk, majd ezutan a genomban vald szereplés sorszama
alapjan sorba rendezziik. Mivel akkor tekintiink egy géncsoportosulast topoldgianak, ha nem
tartalmaz 5 vagy annal nagyobb génhézagot, ezért a génsorunkat szétbontjuk minden 5-nél
nem kisebb szakadasndl. Az igy kapott részek mar maguk a topoldgidk, amiket kiilon
kezeliink. A topoldgia tagjainak adatai koziil a gén roviditett neve és strand azonositoja
segitségével felirjuk a topologiai elrendez6dését. A sorozatbol hianyzd gének helyét
kihagyjuk, mivel kés6bb ezeket ijabb keresések vagy mas forrasokbol potolni tudjuk, illetve
topologiak Osszehasonlitasanal fontos kiilonbség lehet a kozbeékelddd gének szama. (5.12.
abra) Mivel a késobbiekben sziikségiink lehet a topologia, ugymond ,,josagara”, ezért az Ot
alkotd gének e-vaule értékeib6l mértani atlagot szamolva a topoldgianak is adunk egy
valdszintiségi értéket, amely a késObbiekben jelzi nekiink, hogy mennyire megbizhat6 az adat.
A topologidkat ezutan egy szdveges fajlba tarolja el a program, amely a topoldgia tipusa és
valdszinliségi értéke mellett tartalmazza a baktérium kromoszomajanak azonositojat, amiben a
topologiat talaltuk, és a topoldgia pontos helyzetét, kezd6 és vég génsorszammal megadva. Ez
a késobbi vizsgalatoknal megkonnyiti az egy baktérium kromoszoman talalhatd topoldgiak

vizsgalatat.
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5.12. abra Az adott bakterialis kromoszoman talalt topologiak kinyerése.

Az abran a sorba rendezett gének tavolsagat harom csoportba foglaltam, és kiilonb6z6 szinii
fiiggdleges vonalakkal jeldltem. Legalabb 5 hosszt génhézagot piros, az 5-nél rovidebb génhézagot
kék szinnel jeloltem. Ha semmilyen jelolés sincs két gén kozott, akkor azok szomszédosak, azaz

nincs kozottiik semmilyen masik gén.

5.2.6. A keresésben részt vett HMM profilok felépitése

Mind négy fehérjecsalad esetén kezdetben egy kis létszamu szekvencia csoport
felhasznalasaval készitettem el a HMM profilt. LuxR és Luxl fehérjék esetén ez koriilbeliil 20,
mig RsaM ¢és Rsal fehérjék esetén ez 5 illetve 6 fehérjeszekvenciat jelentett. A regulator
fehérjék esetén ezek a profilokkal végzett keresések megfeleld eredményt adtak, igy ezeknek a
fehérjecsaladoknak a keresése egy doménes maradt. (5.9. abra) A LuxR fehérjék keresése
soran kideriilt, hogy az autoinducer két6 doménje nagyon gyakori mas fehérjék esetén is, igy a
talalatok pontosabb sziirése érdekében itt attértem a tobb doménes HMM keresésre. (5.9. abra)
A domének szekvenciaihoz az eredeti 19 fehérje doménjeinek szekvencidit haszndltam. A
Luxl fehérje esetén a tobb génes keresés hozta a legjobb eredményt, igy a munkam soran azt
hasznaltam; 4 kiilonb6z6 HMM profilt készitettem, és ha legalabb 3 eredmény elérte a
meghatarozott kiiszobértéket, akkor fogadtam el az eredményt. A profilok elkészitéséhez
sziikséges szekvencia csoportok az elsO, szigori sziirési beallitdsokkal futd, manudlisan
ellen6rzott keresés kiilonbozd topoldgiai csoportjai adtdk: R1, R2, R3 és L1+Ml. A

szekvencidk pontos listajat a X. melléklet tartalmazza.
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5.3. Adatok tarolasa

Az automata algoritmus lefutasa utdn az eredményeket egy egyszeri szoveges fajlban
kapjuk meg. Amennyiben kis keresési térben futattuk a programot, ez megfeleld volt a kés6bbi
vizsgalatok forrasanak. A teljes bakterialis genom adatbazison valo futtatas azonban sokkal
nagyobb méretli fjlt eredményezett, ami gyakorlatilag lehetetlenné tette, hogy az elemzés
soran felmeriilt kérdésekre kézi elemzéssel gyors valaszt kaphassunk. Az analizishez
sziikséges adatok gyors kinyerésének érdekébe az eredményeket egy relacios adatbazisban
taroltam. gy lekérdezések irasaval egyszerlien és gyorsan fértem hozza azokhoz az
informacidkhoz, ami az éppen felmeriilt kérdés megvalaszoldsdhoz kellett. Példaul bizonyos

tulajdonsagt gének szekvenciainak kigytijtése vagy gének atfedésének vizsgalata.

5.3.1. A relacios adatbazis felépitése

Az adatbazisom elsddleges célja a benne tarolt informaciok gyors és egyszeri
szlirésének lehetésége. Az adatok nagy szama miatt azonban figyelnem kellett arra is, hogy
lehet6leg ne taroljak semmilyen redundans informaciot. Ez azért is fontos, mert habar a
rendszer egy kisebb, 4 elembdl allo fehérjecsalad-csoport tarolasara lett kitalalva, a
késobbiekben eléfordulhat ennél nagyobb elemszamu csoport is, ami esetén a redundancia
komoly problémat okozhat, €s teljes atrendezést tett volna sziikségessé. A rendszerben szigora
megszoritasokat lehet meghatdrozni, mint példaul minden génhez kotelezé rendelni olyan

baktérium azonositot, ami szerepel az adatbazisban.

5.13. abra Az algoritmus eredményeit tartalmazo adatbadzis entitds-reldacio diagramja
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Mivel elsésorban az adatok hordozzak az informacid értéket az adatbazisban, és nem a
kapcsolatok, ezért relative kevés entitassal megoldhato a feladat; 3 f6 adatcsoport van,
amelyek egy-sok kapcsolattal kapcsolodnak egymashoz (5.13. abra). Mindegyik entitas mas
biologiai szintli informaciét hordoz: kozvetleniil a génnel és annak szekvencidjaval
kapcsolatban allo informacio, a baktérium és annak taxonémidja és maguk a topologiak. A
kapcsolatok mind 3 esetben a tartalmazast fejezik ki: a gén melyik topologiaban van, a gén
vagy topoldgiai melyik baktériumban taldlhatdé meg. Bar a topologia és baktérium kozotti
kapcsolat nem sziikséges, mert a génadatok segitségével kinyerhetd, nagyban megkonnyitette
az adatok keresését. A baktérium entitas kapcsolatai esetén sziikség van egy extra
informaciora, a contig azonositojara, amely megmondja, a baktérium melyik kromoszomajan
vagy plazmidjan taldlhaté az adott gén vagy topoldgia. Gének esetén a génsorrendbeli helyzet
is eltarolasra keriil, igy az azonos kromoszéman 1évo topologidk egymdashoz viszonyitott

helyzete is konnyen vizsgalhatova valik.

5.1. tablazat A relacios adatbazis entitasai és azok attributumai.

gén entitas

Gl A gén GI azonosit6 szdma
szekvencia A gén aminosav szekvenciaja
termék A gén altal termelt fehérje neve (ha ismert)
tipus A keres6 algoritmus altal meghatarozott fehérjecsalad neve (pl: rsaM)
COG COG klaszter azonositdja

strand | A gén melyik szalon helyezkedik el

pozicio | kezdet | A gén kezd6 pozicidja a genomszekvencian (bazispar)

vég A gén vég pozicidja a genomszekvencian (bazispar)

topologia entitas

1D Egyedi szdm, ami segit hivatkozni a topologiara
tipus A topoldgia tipusa
csoport A topoldgia nagyobb csoportja, példaul RI, RXI

baktérium entitas

uid Baktériumazonosité (NCBI)

név A baktérium neve

torzs A baktérium melyik taxondmiai torzsbe tartozik
osztaly A baktérium melyik taxonomiai osztalyba tartozik
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5.4. Az eredmény megjelenitése

Miutan az eredményeket sikeresen megkaptam és eltaroltam egy relacios adatbazisban,
mar csak egy vizualizacios format kellett valasztanom, hogy az adatok konnyen és gyorsan
elérhetdek legyenek az informatikdban kevésbé jartas szakemberek szamara is. Mivel a cél a
folyamatosan frissiilé eredmények elérése, ezért a legmegfelelébb megjelenitési formanak egy

honlapot tartottam.

5.4.1. A honlap keretrendszere

Eloszor el kellett hataroznom, hogy milyen eszkdzok segitségével készitem el a
honlapot. Mivel mindenképp dinamikus weboldalra volt sziikségem, igy egy szerver oldali
programozasi nyelvet kellett valasztanom. A valasztasom a php nyelvre esett, mivel mind
szintaktikdja, mind szemantikdja hasonlit az altalam ismert Python és C++ nyelvekhez, és
tamogatja a relacios adatbazis kozvetlen elérését is. A megjelenités modjanak kivalasztasat
nagyban konnyitette, hogy egyszerii szoveges informacidkat kellett megjelenitenem, igy nem
volt sziikségem komoly grafikai megjelenitést tamogatd eszkozokre (példaul: Javascript,
Flash), hanem sima HTML (HyperText Markup Language) oldalakkal megvaldsithattam a
kliens oldali vizualizaciét. Mivel az oldalak elrendezése és szinkészlete a felhasznalok
igényeihez kell hogy igazodjon, az egyszerti modositas lehetdsége miatt a stilust kiillon CSS

(Cascading Style Sheets) fajlban taroltam.

5.4.2. A honlap felépitése

A weboldalon a megtekinteni kivant adathalmaz kivalasztasa utan a fétablazatot
lathatjuk. (VL. melléklet) Az oldal tetején az aktualis adathalmaz nevét lathatjuk, mig alatta
tablazatos formaban az eredmények Gsszesitését baktérium fajokra lebontva. Az elsé oszlopok
a kiilonb6z6 topologidk adott fajban talalt darabszamat mutatjak, mig az utolsé par oszlop az
adott gének Osszdarabszamat tartalmazza.(5.14. abra) A tablazat fejlécsora segitségével
barmelyik oszlop szerint rendezni tudjuk az adathalmazt névekvd vagy csokkeno sorrendbe. A

baktérium nevére kattintva tovabb léphetiink az adott faj oldalara.

Datatable: QS2013

uid name proteo| sR|SI|sL|sM|R1|R3|R2|R4JL1]M1| M2] XX]| LuxI| LuxR|Rsal | RsaM
58377 Rhizobium etli CFN 42 alpha| 6| 1 1 1 1 3 10
58249 Agrobacterium vitis 54 alpha| & |3 1 4 9
176372 Sinorhizobium meliloti Rm41 alpha | 4 1 2 3 9
58081 Burkholderia thailandensis E264 beta | 3 1 1 2 3 8 2

5.14. abra A fotabla cime és fejléce quorum sensing genek esetén.
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A baktérium oldala egy vagy tobb kisebb tablazatot tartalmaz, attol fiiggden, hogy hany
kiilonboz6 contigjaban talaltunk quorum sensing gént. (VIL. melléklet) Mindegyik ilyen
tablazat az adott contigban talalt topologidkat sorolja fel, pontos helyiik, tipusuk és a
valdszintiségiik feltlintetésével. Itt lehetéséglink van kivalasztani egy topoldgiat és tovabb
Iéphetiink a topoldgia oldalara. Ha nem csupan egy topoldgia génjeinek elhelyezkedésére
vagyunk kivancsiak, hanem a topologidk egymashoz viszonyitott helyzete is érdekel minket,
akkor a contig nevére kattintva a contig oldalara 1éphetiink.

A topologidk oldaldn az adott topologia génjeink adatait lathatjuk tablazatos formaban,
a kromoszoman valé megjelenésiik sorrendjében (VIII. Melléklet). Ha topoldgian beliil egy
hézag talalhato, azaz a talalt gének kozott egy olyan gén szerepel, ami nem volt tagja a keresés
géncsaladjainak, akkor ez a gén egy vékony, adatokat nem tartalmazo sorral van jeldlve, igy
felhivva a figyelmet a létezésére. A korabbi verziok esetén a felhasznaloknak gondot okozott,
hogy csak az els6 oszlopban szerepld sorszam utalt a hézagokra, igy ezt a hangsulyosabb
jelolést kezdtem hasznalni. Az oldal a génrél megjeleniti a keres6 algoritmus altal kigytijtott
adatokat (pontos pozicid, GI és COG azonositod, termelt fehérje, a talalat valdszinisége). A
tablazat utolsé oszlopa egy linket tartalmaz, mely segitségével megnézhetjiik az adott gén
aminosav szekvencigjat mindenféle extra tartalom nélkiil, igy konnyen vagodlapra helyezhetd
az informacié. A contigot megjelenité oldal felépitése pontosan megegyezik a topoldgiak
vonallal elvalasztva ket egymastol. Az els6 oszlopban szerepld sorszamok segitségével, igy
lehetdségiink van a topologiak egymashoz viszonyitott helyzetét vizsgalni. Ez az abrazolas bar
nem olyan latvanyos, mint a kromoszoma térkép, viszont az utobbival ellentétben sima

szoveges honlapon is szépen megjelenithetd.
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6. Eredmények II. Baktériumok AHL QS génjei

6.1. AHL QS gének eloszlasa a teljes bakterialis genomokban

Mar korabban is ismert volt, hogy az azonos quorum sensing korhoz tartozo luxl és
luxR gének vagy szomszédosak, vagy nagyon kozel helyezkednek el egymashoz a genomban.
Ezenfelil a luxR géneknél eléfordul olyan eset is, hogy nincs veliik rokon N-AHL szintaz.
Ezeket a géneket szolo [56] vagy arva [57] géneknek nevezik. A baktérium ezeknek a
receptoroknak a segitségével figyeli a kornyezetében 1évé mas baktériumokat. Egy 2007-ben
késziilt munka a luxR és luxl gének jelenlétét 512 genomban tarta fel, mely baktériumok
mindegyike a proteobaktériumok torzsébe tartozik. [58] Emellett Goryachev készitett egy
osszefoglalast a tandem és konvergens elrendezddésekrodl, melyeket A és B tipusunak nevezett
el. [59, 60]

Az N-AHL alapu quorum sensing gének topologiai elrendezédésének elemzése a
Pseudomonasok rendjébe tartozd baktériumok vizsgalataval indult, [13] melynek keresési
terét kiterjesztettem az Osszes elérheto teljes baktérium genomra. (A bakterialis genomok
forrasa az NCBI GenBank adatbazisa volt.) A folyamat soran 1403 genomot vizsgaltam meg
standard Dbioinformatikai eljarasokkal, és eredményiil 308 genomot talaltam, amely
tartalmazott quorum sensing gén, ebbdl 143 tartalmazott luxR és luxl gént is. Mindegyik
baktérium a proteobaktériumok torzsébe tartozott. A baktérium osztalyok eloszlasat a 6.1. abra
¢s a 6.2. abra mutatja be.

Mivel 1étezik mind a luxl, mind a luxR gének altal kodolt fehérjéhez nagyon hasonlo,
mas funkcidval rendelkezd fehérje csalad, ezért a nem teljesen egyértelmii taldlati
eredményeken manualis ellen6rzését a kovetkez szempontok alapjan végeztem el: hossz és
szekvencia terjedelem. Az ellendrzésekhez szigoru paramétereket allitottam be, hogy minél
megbizhatobb eredményhalmazt kapjak. Ezt a célt szolgalta a draft genomokbdl szdrmazo
eredmények és az egyediil allo quorum sensing gének részletesebb analizise is. A nem annotalt
gének koziil csak azok keriiltek be az eredmények kozé, amelyek egy ismert elrendezddés
részei voltak. A 4,8 millié vizsgalt bakterialis génben talalt quorum sensing gének szama a
kovetkezoképpen alakult: 674 luxR (33 nem annotalt), 294 luxl (13 nem annotalt), 44 rsalL (16
nem annotalt) és 37 rsaM (egyik sem annotalt).

Felvetodik a kérdés, hogy a talalt esetek tiikrozik-e a quorum sensing gének
természetben vald megjelenésének frekvenciajat. Ugy gondolom, hogy ez nem teljesen van
igy. Ezt a kovetkeztetést tobb indokkal is ald tudom tamasztani. Eldszor is a vizsgalatunkat
lesziikitettiik azokra az esetekre, ahol a luxR ¢és luxl gének egymas kozelében helyezkednek el.

Masodszor a keresés az ismert Luxl és LUxR fehérjékhez vald hasonlosagon alapszik. Tehat
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kimaradtak azok a luxR gének, amelyek maganyosan allnak vagy valdszinli egy mas tipusu
jeltermelést szabalyoznak. Volt par potencialis hasonlosag a proteobaktériumok térzsén kiviil
is, mint példaul a Gloeothece PCC6909 nevii cianobaktérium esetén, amelynél korabban is
felmertilt, hogy quorum sensing rendszerrel rendelkezik. [61] Azonban gy dont6ttem, hogy a
vizsgalatot a proteobaktériumok torzsére korlatozom, ahol a legtébb jol megalapozott gén
talalhato. Harmadszor a vizsgalatot a teljes genomokon végeztem el, ami egy ,.elfogult”
adathalmaz, és nem reprezentativ a természetben megtalalhatdé Osszes baktériumra nézve.
Ezekkel a megkotésekkel élve a proteobaktériumok 12%-aban talaltam quorum sensing gént,
ami Osszhangban van a proteobaktériumokban 1évé AHL pozitiv strainek frekvenciajaval
(6-12%). [58] Ennek az egyezéségnek a megerdsitéséhez azonban tovabbi szigorti mintavételi
eljarasok sziikségesek, és egy joval nagyobb bakterialis genom adatbazis, ami jobban képes a

természetben el6forduld dsszes baktérium fajt reprezentéalni.

QS gént tartalmazoé baktérinm QS topologiat tartalmazo baktérinm
3
7 6

M a-proteo

M 3-proteo

Wy-protec

M 5-proteo

Enem proteo

6.1. dbra Quorum sensing gént tartalmazo baktériumok eloszlasa

o-proteobaktériumok p-proteobaktériumok v-proteobaktériumok d-proteobaktériumok

. van benne topolégia @ nincs benne tnpolngla

6.2. abra QS gént tartalmazo proteobaktériumok topologia tartalmazasa
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6.2. QS gének topologiai elrendezodése

A géntopologia egy altalanos kifejezés, mely a gének kromoszoman vald
elhelyezkedését jelenti, figyelembe véve a replikacios eredetet és mas kromoszomalis elemet.
Jelen munkdmban a topoldgiai elhelyezkedést vagy roviden topoldgiat a quorum sensing
gének kozeli szomszédsaganak elhelyezkedésére hasznalom. Az elhelyezkedések
illusztralasara egy PROSITE-szerii szintakszist dolgoztam ki. [62] A IuxR, luxl, rsaL és rsaM
géneket rendre R, I, L és M betlikkel roviditem, egyéb gének esetén pedig az X-et hasznalom.
A génszimbolumok feletti nyil pedig a transzkripcid iranyat jeloli. Ezzel a jeloléssel példaul az
RI egy szomszédos IuxR és luxl génpart jelol, melyek azonos iranyban irédnak at. Az
atirodas iranya attol fiigg, hogy a gén a DNS melyik szalan helyezkedik el.

A talalt mintakat két csoportra osztottam: egyszer(i és Osszetett topoldgiak. Az
egyszerliek egy IUXR és luxl part tartalmaznak, melyek vagy szomszédosak, vagy csak néhany
gén talalhato kozottiik. Els6 kozelitésben 0-3 kozbensd génnel rendelkezd topologiak tartoztak
volna ebbe a csoportba, de a keresés utan talalt topologiaknal az esetek tobbségében csupan
egy beékelddott gént talaltam. Ha 1-nél tébb gén volt a quorum sensing gének kozott, akkor
mar legalabb 4 vagy tobb.

Mivel a keresés elsddlegesen az egyszerli topologidk csoportjara iranyult, ezt vizsgaltam
részletesebben. Osszetett topologia esetén a kiilonbség csupan annyi, hogy a génpar kozott
nagy mennyiségli egyéb gén taldlhatd. Ezek a topologidk jellemzden az agrobaktériumok és

rhizobium fajokban fordulnak eld, melyekrdl tobb osszefoglalo cikk is fellelhetd. [63, 64]

6.2.1. Azonositott topologiak

Az egyszerli topologiak kozott a két leggyakoribb elrendezddés az RT (R1) és az
RI (R2) topologia, melyet Goryachev A és B tipusuként nevezett. [59, 60] Viszont ezeken
kiviil még mas topoldgiakat is talaltam, igy mind a négy, elméletben lehetséges két génbdl alld
elrendezddés is megjelent az adatokon, bar az 1j tipustiak csak sokkal kisebb szamban.

A teljes baktériumok még alacsony szama nem engedi meg, hogy biztos
kovetkeztetéseket vonjunk le a kiilonbozd elrendezddési mintdk megjelenésérdl a kiilonbozo
baktérium csoportokban ¢s fajokban. Par észrevétel azért tehetd: az RI topologia az
a-proteobaktériumokban dominans, mig az RI topologia a y-proteobaktériumokban fordul el
leggyakrabban. Tovabba az RLI ¢s RMT topologidk mind P, mind y osztdlyok esetén

eléfordulnak, de o esetén nem. (6.1. tablazat)
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ID

Minta

Megjelenés a proteobaktériumokban

Topolégia Ossres | 22 béta | gamma delta

Révid, konzervalt topolégiai mintak
R1 RT (R >[x 96 | 71|14 | 11 | 0O
R2 R 53 | 2| 2| 46 | 3
R3 RT < HrE 11 |13 7 |0
R4 iR [T >[E > 2 |2/0] 0 | O
L1 RLT = > |15 |0 7| 8 |0
M1 RMI < =m > >| 30 | 0[20] 10 | 0
M2 RMI (&= >m > > 1 [0|1] 0 |0
X1 RXT = > >< T 1 [0|0| 1 |0
X2 RXT < ®l ®W[z > | 2 | 2[0| 0 |0
X3 RXT = < == > | 4 [ 0]2] 2 |0
X4 RXI < ®E >z >| 1 |1]0] 0 |O
X5 RXT (= >k >z >| 2 | 1[1] 0 | O

Hosszii, szokatlan topolégiai mintak
M3 | Rx2-1DMI | [, >..% >[T >| 6 | 0| 6| 0 0
M’ i [>T > 2 |02 0 |0
X6 | RX(DI R 1 10} 0 |0
X7 | IX(>7DE [ .. [ > 5 |5/0 0 |0
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6.2.2. A kozbenso gének vizsgalata

A 48 darab egyszeresen beékel6dd génnek tobb fajtaja is van. 15 kddolja az RsaL és 31

kodolja a RsaM fehérjét, melyek ismert negativ szabalyzoi a quorum sensing

mechanizmusnak. Mindkét esetben egy jellemzé topologit talaltam: RLI és RMI. Az Rsal
egy tetra helikalis alosztalya a H-T-H fehérjének [65], - egy gyakori quorum sensing gatloként
ismert fehérje - amely dimerként kotddik a DNS-hez. Példaul az Rsal fehérje a Pseudomonas
aeruginosa nevi baktériumban megakadalyozza a IuxR gén kifejez6dését azaltal, hogy a lux-
box kozelében a DNS-hez kotddik.[14] Ezzel ellentétes a talalt negativ szabalyz6 RsaM

fehérje, melynek a pontos strukturaja nem ismert, és kizarolag quorum sensing korokben tiint

fel a vizsgalat soran. [66] Habar legtdbb esetben az RsaM fehérje RMI topologiaban jelenik
meg, kis szamban mas elrendezddések is el6fordultak (M’, M2, M3). A maradék kozbensd
gén egy része vagy mas tipusu negativ regulator szerepet tolt be (nem a transzlacié gatlasaval
szabalyozza a kommunikacios kort, hanem példaul a jelanyag lebontasival) vagy teljesen
ismeretlen funkcioju. Az ismeretlen funkcidju gének kozott nem sikeriilt szamot tevo
igy tovabbi csoportositasuk sem lehetséges. A 6.1. tablazat az sugallhatja, hogy az X1-X5
topoldgia tipusok koziil par tobbszor is el6fordult, igy hasonlosagot lehetne keresni az adott
gének kozott, de minden esetben ugyanazon baktériumfaj kiilonb6zo egyedeiben szerepeld,
azonos quorum sensing korhoz tartozé gének voltak, igy nem lattam sziikségesnek a még
részletesebb vizsgalatukat. A harom tagbol allo topologidk kdzépsd génjének eloszlasat a 6.2.

tablazat mutatja be.

6.2. tablazat Kozbensd gének a révid, konzervalt topologidkban

o talalt gének feltételezhetd ,
gén tipus , példa genom
Szama Szerep
RsalL 15 negativ regulator P. aeruginosa PAO1
RsaM 31 negativ regulator B. pseudomellei K96243
MupX 1 negativ regulator | P. flourescens NCIMB 10586
integraz/transzpozaz 2 DNS mobilizacié B. vietnamiensis G4
LuxR tipust regulator 1 ? Gluconacetobacter PAI5
Ismeretlen 6 ? B. mallei NCTC 10247
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6.2.3. Gének kozotti atfedések

A gének konzervalt atfedése egy fontos leirdja a topologidknak. Az atfedések
vizsgalatakor a gének kodolo régioit (CDS) vettem alapul. A munkam soran két csoportnal
észleltem ezt a jelenséget: RLI (L1) és RI (R2). Az L1 tipusu topologia esetén az atfedés az
ellentétes iranyban atirodd IuxR és rsaL gének kozott figyelhetd meg. Az atfedés mértéke
valtozo; Pseudomonas aeruginosa esetén 10 bazispar, mig Pseudomonas fuscovaginae esetén
20 bazispar. Ezzel ellentétben, Pseudomonas putida esetén a luxR és rsaL gének habar kozel
vannak egymashoz (4 bazispar), még sincs atfedés. [66] Az R2 tipusu topologiak 2 és 79
bazispar kozotti atfedést tartalmaznak az ellentétes iranyban kifejt6dé IuxR és luxl gének
kozott. Kordbban felmeriilt, hogy az egyik ilyen gén akadilyozza az atfed6 par masik
génjének kifejtddését, ezzel kiilonbozo funkcid vagy fenotipus aktivalasokat vagy
elnyomasokat eredményez. [67] Ez a hatas vagy a masodik RNS polimeraz molekula
sikertelen felismerése altal torténik, vagy a két mRNS hibridizacioja altal. Az atfedd gének
nem szokatlanok a szorosan szabalyozott bakterialis génkorokben [68], mint példaul
megszoritas modositd rendszerekben [69], de a konvergensen kifejt6do, atfed6 gének kevésbé

elterjedtek az irodalomban.

Pseudomonas aeruginosa PAO1

lasR

atfedés
A
(m TATGGCCGTTAATTTGGGTCTTATTACTCTCTGATCTTGCCTCTCAGGTCGGCGAGCTGG m}
|
rsalL

6.3. dbra Génszekvenciak atfedese
A Pseudomonas aeruginosa PAO1 baktérium L1 tipusu topologia génjeinek kodold régidinak
10 bazispar hosszu atfedése a 1 558 880 és 1 558 890 pozicid kozott.

6.2.4. Hosszu topologiak

Az egyszerll topologidkkal ellentétben a hosszl, komplex topologidk halmaza sokkal
nagyobb valtozatossagot mutat a talalt esetek kisebb szama ellenére is. Az
agrobaktériumokban és kiilonbozé rhizobia baktériumokban a luxR és luxl gének kozott nem
csak egy, hanem tobb gén is talalhato. Egy érdekes példa a Burkholderia ambifaria MI
topologidja, ahol a két quorum sensing gén (M és I) tandem megjelenése mellett a vizsgalt
hataron beliil nem talalhato annotalt, vagy keresés altal azonositott luxR homolog. Ez az
eredmény azonban nem zarja ki annak a lehet6ségét, hogy a LUXR fehérjecsalad egy altalam

nem vizsgalt tagja talalhatd az adott helyen.
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6.3. A topologiai mintak taxonomiai eloszlasa.

A 162 Luxl és LuxR fehérjeszekvenciaibol késziilt kladogramok elemzése azt mutatta
ki, hogy a kiilonbdz6 topologia tipusokban szereplé fehérjék tisztan megkiilonboztethetd
csoportokra szeparalédnak. Ezen fatipusu grafok helyett a méretre vald tekintettel, egy
konnyebben atlathatdo példat mutatok: az RsaM fehérjék kladogramjat. (4.4. abra) A
filogenetikus fat megvizsgalva azt tapasztalhatjuk, hogy mind a topolégia tipusa, amiben az
rsaM gén szerepel, mind a baktérium fajok rokonsaga szamitott a fa altal kapott csoportok
kialakulasaban. Az abran latszik a topoldgiak kiilonvalasa a faban. Két csoport van; M1 és
M3/M’. Lathato, hogy a kiilonbdz6 topologidkbol szdrmazd gének nem keverednek
egymassal: az M3/M’ tipust gének a piros (B-vel jelzett) csoportban talalhatoak, mig az M1
tipust gének a maradék haromban. Az abran az is latszik, hogy a baktérium osztalyhoz vald
tartozas is befolyasolta - ugyancsak masodlagosan - a faban valé elhelyezkedést. A

y-proteobaktériumok a C jelii, a B-proteobaktériumok az A és D jelii csoportban jelentek meg.

A = Acinetobacter B.cenocepacia AU 1054 [beta] M1 {107025996}
Ad = Acidithicbacillus B.cenocepacia HI2424 [beta] M1 {116692819}
B = Burkholderia B.cenocepacia MCO 3 [beta] M1 {170737930}
f = Halothicbacillus B.cenocepacia J2315 [beta] M1 {206563717}
B.383 [beta] M1 {78061901} A

B.ambifaria AMMD [beta] M1 {115358866}

B.ambifaria MC40 6 [beta] M1 {172063603}

B.vietnamiensis G4 [beta] M1 {134293939}
B.multivorans ATCC 17616 [beta] M1 {161520518}
B.multivorans ATCC 17616 [beta] M1 {189353292}

[ B.ambifaria AMMD [beta] M' {115360795}
B.ambifaria MC40 € [beta] M'{172065106} B

B.pseudomallei 668 [beta] M3 {126445004}
AEE.pseudomallei 1106a [beta] M3 {126456722}

B.pseudomallei K96243 [beta] M3 {53722207}
B.pseudomallei 1710b [beta] M3 {76819132}
—— B.thailandensis E264 [beta] M3 {83718077}
A.baumannii ATGG 17978 [gamma] M1 {126640215}
A.baumannii AB0057 [gamma] M1 {213155521}
A.baumannii AB307 0294 [gamma] M1 {215485039}
A.baumannii ACICU [gamma] M1 {184156457} C

W A.baumannii AYE [gamma] M1 {169797685}

A.DR1 [gamma] M1 {299771985}

H.neapolitanus c2 [gamma] M1 {261855566}
[Ad.ferrooxidans ATCC 53993 [gamma] M1 {198283773}

Ad.ferrooxidans ATCC 23270 [gamma] M1 {218666851}
——  B.glumae BGR1 [beta] M1 {238024810}
L— B.thailandensis E264 [beta] M1 {83718133}
{[B.pseudomallei 1106a [beta] M1 {126456981}

B.pseudomallei K96243 [beta] M1 {53721910}
B.pseudomallei 1710b [beta] M1 {76819431}
B.pseudomallei 668 [beta] M1 {126443088}
B.mallei ATCC 23344 [beta] M1 {53717161}
B.mallei SAVP1 [beta] M1 {121597121}
B.mallei NCTC 10229 [beta] M1 {124381852}
B.mallei NCTC 10247 [beta] M1 {126447404}

6.4. abra Az rsaM gének klaszterezédése a kladogramjuk alapjdin
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Az rsaM gének klaszterez6désének megfigyelése utdn megvizsgaltam, hogy van-e az
adott csoportokra jellemz6 konzervaltsagi mintazat. Ehhez az 5.1.4 fejezetben emlitett
konzervaltsagi abrat hivtam segitségiil. Az rsaM gének tobbszords illesztését 4 részre
bontottam az adott csoportba valé tartozas alapjan. Azért nem a csoportokra kiilon-kiilon
végeztem el az illesztés, mert akkor kiillonb6z6 hosszisagu illesztéseket kapnék, és azokat nem
lehet Osszehasonlitani egymassal. A koz0s illesztés viszont garantdlja az azonos méretet. A

négy darab, szétbontott illesztés egy kozos grafikonon abrazoltam. (6.5. abra)
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Pozici6 a fehérjeszekvencian

6.5. dbra Az rsaM génklaszterek konzervaltsag abrdinak ésszehasonlitdasa
Az grafikonon ugyanazokat a szineket hasznaltam a csoportok jel6lésére, mint a kladogramon.
Mivel az abra elején konstans nulla értékek talalhatéak, ezért az a részt levagtam. Ezért kezdddik a

vizszintes tengely szamozésa 22-t6l.

Sajnos az abra alapjan nem lehet megalapozott allitasok megfogalmazni. Ennek
valdszinli az az oka, hogy a csoportok viszonylag kevés (7-10) szekvenciat tartalmaznak,
tovabbad nem vizsgaltam, hogy az iranyitdé fa tovabbi finomitdsdval nem jelennek-e meg
tovabbi alcsoportok. Ennek ellenére par észrevétel tehetd a grafikonnal kapcsolatban:

- Megfigyelhetd, hogy mind négy csoport rendelkezik két, a kornyezetéhez képest

viszonylag konzervalt szakasszal a 94-es és a 112-es aminosav pozicid kornyékén. Ezen

a két pozicid volt a legmagasabb a konzervaltsag az 0sszes rsaM gén felhasznalasaval

késziilt konzervaltsagi abran is. (5.8. abra)

- Az is észrevehetd, hogy az A, B és D csoportok rendelkeznek A 35-6s és 54-es

aminosav pozicidé kornyékén egy-egy konzervalt régioval, addig a C csoportban ezek

nem talalhatéak meg. Helyette ebben a klaszterben a 67-es pozicio kornyékén talalhatd

egy konzervaltabb szakasz.
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A kladogram elemzésének eredményei hasznosnak bizonyultak, igy tobb kiilonb6zo
tulajdonsag alapjan sziikitett fat rajzoltam. Példaul a Pseudomonas vagy a Burkholderia
csaladhoz tartozd baktériumok luxl, IuxR, rsaM illetve rsalL génjeinek felhasznalasaval. A
fakon ugyancsak latszodtak a fentebb emlitett megallapitasok, azaz az azonos topologiabodl
szarmaz6 gének elhatarolhatd csoportokat alkotnak. A csoportosulasok egyértelmiisége arra
utalt, hogy a csoportok filiggetlenck a gén tipusatdl. Ezt ellendrizendd elkészitettem a
topologidkat alkotd gének filogenetikai fait kiilon-kiilon, majd megnéztem a fa altal

meghatarozott csoportok elmeit. Azt tapasztaltam, hogy 1ényegében megegyeznek. A 6.6. abra

mutatja az topologidk dsszehasonlitasat.

P.a. PAT P.a. LESB53 P.a. PAT P.a. LESB5D .
EX P2 PA14 P.a. PAT P.a. LESBS0
P.a. PAO1 {P-a. PA1A P.a. PAO1 RO a. PATE

Tuxl

B.p. STM#15

B. CCGE1001

B. CCGE1001
B, CCGE1003
BX, LBA0

B.p. PSIH

. B.X, LE400
B.CCGE1002 | B, LB

B. CCGE1002

6.6. dbra L1 topologidk génjeinek abrazoldsa gydkértelen fakon

A fak 11 darab L1 topologia felhasznalasaval késziiltek. A részt vevd baktériumok: Pseudomonas
aeruginosa PAO1, P. aeruginosa PA7, P. aeruginosa UCBPP-PA14, P. aeruginosa LESB58,
Gallionella capsiferriformans ES-2, Burkholdéria xenovorans LB400, B. CCGE1001, B.
CCGE1002, B. CCGE1003, B. phymatum STM815 ¢és B.phytofirmans PsJN

Ezutan megvizsgaltam, hogy a gének csoporton beliili elhelyezkedése mennyire egyezik
meg a kiilonb6z6 gének esetén. A 6.7. abra jol mutatja, hogy nem csak a csoportba tartozas,

hanem a csoportokon beliili viszonyok és nagy hasonldsagot mutatnak.

(A) LuxI proteins (B) Bsal. proteins
RL Chromobacterinm_violacenm ATCC_12472

RI_Pzeund :_aeruginosa_PAOL

RI_Pzendomonas_semginosa_LESBSE
RI_Pzeudomonas_serugineza_UCBPP_PAl4
RI_Pseud _aeruginosa_PAT
RI_Burkholderia_xenovorans_LB400
RI_Burkholderia_phytofirmans_Ps] I

RLI_Pzeud ;_aeruginoza_PAQL 1000
ERLI_P:eudomonaz_aeruginosa_LESB35 ;‘7 1000
RLI_Pzeudomonas_seruginosa_UCBPP_PAL4

RLI_Pzeud i PAT

RLI_Pzeundomonas_putida_PCL145 1000
RLI_Pzeudomonas_putida_WCS355 5
RLI_Pzeud :_putida_IzoF 962

RLI_Psend _faseovaginae II
1000 RLI Gallionella_capsiferriformans ES-2
RLI_Burkhelderia_phy mamum_STMSLS
RLI_Burkhelderia_CCGLO0

RLI_Burkholderia_CCG1001 III
355 L | RLI Burkholderia_CCG1003 )
RLI_Burkhelderia_venovorans LE400

‘o RLI_Burkholderia_phytofirmans_Psln 553

1000 913

247

L

6.7. abra LuxI és Rsal fehérjék kladogramjainak osszehasonlitisa
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6.3.1. Nagyobb elemszamu fak

A korabban mutatott két kladogram esetén a vizsgalt szekvencidk szama viszonylag
alacsony (<40). Ennek ok az abrazolas részletessége. Mar a 6.4. abra csoportjainal is lathato,
hogy bizonyos agak nagyon rovidek illetve Ossze is csusznak. Ez nagyobb szekvencia szam
esetén még gyakrabban fordul eld, raadasul az abra mérete is nd, és ez megneheziti az abra
atlatasat. Ugyan meg van arra a lehetGségiink, hogy a kladogramnak csak kisebb részét
vizsgaljuk egyszerre, de ennél pontosabb képet kapunk, ha csak ebbdl a sziikebb szekvencia
halmazbdl rajzolunk filogenetikus fat. Ezzel cs6kkentettem annak az esélyt, hogy a talsagosan
nagy kiilonbségek miatt a filogenetikus fa elveszitse informativ jellegét.

Mivel a keresés soran talalt luxl és luxR homoldgok szama tobb szaz volt, igy talalnom
kellett egy masik abrazoladsi modot, amely segitségével nagyobb elemszamu szekvencia
csoport is vizsgalhat6. A gyokérnélkiili filogenetikus faabrazolas megfelelt ennek a célnak.

A teljes bakterialis genomokon valé keresés utan a topoldgiakat tartalmazo baktériumok
kozil sok tartozott a Burkhodéridak rendjébe, és mivel ez egy jol ismert baktériumrend, igy az
ehhez tartozo fajokat kiilon is megvizsgaltam. A burkholdéria genomokban talalt LUXR
fehérjék csoportosulasat a 6.8. abra mutatja. A filogenetikus fan megjelend csoportoknal két
kiilonb6z6 dolgot vizsgaltam: az adott gén milyen topoldgiaban vesz részt és a burkholderia
baktériumok melyik alcsoportjaba tartozik. Az abra szépen mutatja, hogy mindkét feltétel
esetén a filogenetikus fa altal mutatott csoportosulds megegyezik a fobb taxondémiai
alcsoportokkal illetve csoportonként azonos tipusu topoldgiaban vesznek részt. Mivel minden
burkholdéria baktériumban egyféle topoldgiabol csak egy darab szerepelt, igy a IuxR
homol6gok azonositasa a baktérium neve €s a topologiai kodja alapjan tortént.
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6.8. dbra A Burkholdéria baktériumokban talalhaté luxR homologok klaszterei
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6.4. A Pseudomonas torzs QS rendszerei

A Pseudomonas név a Gram-negativ, aerob gammaproteobaktériumok egy térzsét jeloli,
melynek jelenleg 191 érvényesen leirt tagja van. A tdrzs tagjai a legjobban tanulmanyozott
baktériumok kozé tartoznak, melyek anyagcseréje igen valtozatos, és nagyon sokféle
kornyezetben tudnak €lni.

A torzs tagjainak altalanos tulajdonsagai, hogy Gram-negativak (azaz csak vékony
kiils6 peptidoglikan sejtfallal rendelkeznek, amit lipopoliszaharid réteg fed), bot alaktiak, egy
vagy két polaris flagellajuk segitségével képesek helyiiket valtoztatni, aerob koriilmények
kozott élnek és nem képeznek sporakat. Biokémiai tulajdonsaguk a pozitiv katalaz- és
oxidazteszt. A Pseudomonas torzs tagjaira jellemz6 az Ggy nevezett sziderofér molekulak
termelése, ezek fémionok kotésére alkalmas struktirak, amelyek segitségével a baktériumok a
kornyezetb6l fel tudjak venni a létfenntartasukhoz esszencialis fémionokat, pl. vasat. A
legtipikusabb ilyen molekula a zdldessargdn fluoreszkaldé pyoverdin, amelyet a tdrzs
felismerésére is hasznalnak.

A Pseudomonas torzs tagjaira jellemz6 a biofilm-képzés, és a biofilm struktarakon beliil
az életkoriilmények mar nem felelnek meg az aerob leirasnak. A biofilm struktarakon beliil is
mar nagy a sejtsliriiség és az oxigén nem tud behatolni a struktura teljes mélységébe. Jellemz6
tulajdonsaga a Pseudomas térzs tagjainak az erds antibiotikum rezisztencia és az ugyancsak
erés hajlam a horizontalis géntranszferre. Ez a kettd egyiitt foleg azért aggalyos, mert a
Pseudomonas torzs tagjai szinte minden teriileten, azaz talajban, vizekben, allati és novényi
gazdaszervezetekben megtalalhatok, igy nagyon alkalmasak arra, hogy bel6lik széleskori
rezisztenciaval rendelkez6 1j patogének alakuljanak ki.

A toOrzs tagjait inkabb életmddjuk szerint osztalyozzak, tehat megkiilonboztetnek allati
és novényi patogéneket, novényekre jotékony hatast kivaltd torzseket és opportunista
patogéneket, mint amilyenek a korhazak falan tenyészé Pseudomonas aeruginosa variansok.
Ez a faj tobbek kozott azért is ismert, mert a genetikus rendellenességb6l szarmazod cisztds
fibrozisban szenved6 betegek tiidejét kolonizalja. Az életmdd-szerinti csoportositas mellett
csak napjainkban kezdik elfogadni a DNS szekvencia alapjan torténd osztalyozast, amely
érdekes és ellentmondd eredményeket adott. Kideriilt ugyanis, hogy a térzs nem egységes,
hanem 7 jol definialt alcsoportra oszthatd, ezen feliil marad néhany nem osztalyozhato faj.
Ezeket a csoportokat azonban még nem hasznaljak altalanosan a szakirodalomban.

A Pseudomonas torzs tagjainak kétharmada rendelkezik quorum sensing génekkel.
Felmérésiink szerint ezek az el6z0 fejezetekben ismert topologidk koziil csak néhanyat
tartalmaznak (6.3. tablazat és 6.4. tablazat), a negativ regulaciot biztositd gének koziil inkabb
az rsalL gén a jellemzAdbb, jelen dolgozat irasa idején a nyilvanos adatbazisokban csak egyetlen

faj, a Pseudomonas fuscovaginae tartalmazza az rsaM gént. Megjegyzendé tulajdonsag a

70



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2014.006

gének atfedése, amelyet kétféle topologiaban, az R2-ben és az L1-ben is megfigyelhetiink.
Ilyen atfedések nem ismeretleneck a bakteridlis genomokban, altaldban a szorosan egyiitt
szabalyzott géneknél fordul eld. Ez természetesen igaz a quorum sensing génekre is. Az R2
topologiai tipusban az R és 1 gének atfedése 2 és 65 bazispar kozott van a Pseudomonas
syringae csoportban, de a Pseudomonas fluorescens genomoknal nem talalunk atfedést. Az
L1 topoldgiai csoportban a P. aeruginosa fajoknal egységesen 10 bazispar az atfedés, a
Pseudomonas putidanal viszont nincs atfedés. Az R2 tipust topologia génjeir6l mar el6zdleg
leirtak [67], hogy specialis regulacios mechanizmus szerint mitkddnek, amely eltér a tobbi
AHL quorum sensing rendszert6l, amennyiben az R fehérje az AHL molekula tavollétében kot
a DNS-hez, ¢és az AHL jelmolekula hatasara valik le a DNS-r6l. Ugyancsak Tsai és Winans
irta le, hogy az atfedés dnmagéban negativ szabalyzast jelenthet: vagy mert az atirast végzo
polimeraz molekulak akadalyozzak egymas miikddését, vagy mert az atiras révén keletkezo

transzkriptek hatastalanitjak egymast.

6.3. tablazat A Pseudomonas torzs tagjaiban szereplo topologidak

Pseudomonas alosztalyok*
PA|PC | PF | PP |PS|UG

ID topologia Fajok

. aeruginosa LESB58

. aeruginosa PA7

. aeruginosa PAO1

. aeruginosa UCBPP-PA14

RL| [= >[¥ > |4|0|0]|0|0]0

. syringae 1448A

. syringae B728a

. syringae DC3000

. chlororaphis PCL1391
. flourescens 2-79

R2| [= = =] |o0|1|1|0|3]|0

. aeruginosa LESB58

. aeruginosa PA7

. aeruginosa PAO1

. aeruginosa UCBPP-PA14
. putida WCS358

. putida PCL1445

. putida IsoF

. fuscovaginae UPB0736

L1 | [= > zfz >|4[0]0|3[0]1

o U U U U UTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTDO

. fuscovaginae UPB0736

ML| < ®j@ [z >0 |0[0|0[0]1

X1 II>E><E 0 0 1 0 0 0 | P.flourescens NCIMB 10586

*PA = Pseudomonas aeruginosa, PC = Pseudomonas chlororaphis, PF = Pseudomonas flourescens,

PP = Pseudomonas putida, PS = Pseudomonas syringae, UG = nem csoportositott
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6.4. tablazat A Pseudomonas torzs tagjainak quorum sensing korei

Pseudomonas faj quorum sensing kor topolégia
. rhiR/rhll R1
P. aeruginosa LESB58
lasR/rsaL/Lasl L1
. rhiR/rhll R1
P. aeruginosa PA7
lasR/rsaL/Lasl L1
. rhiR/rhll R1
P. aeruginosa PAO1
lasR/rsaL/Lasl L1
. rhiR/rhll R1
P. aeruginosa UCBPP-PA14
lasR/rsaL/Lasl L1
) sR/rsaM/sl M1
P. fuscovaginae UPB0736
VR/rsaL/vl L1
P. syringae 1448A AhIR/ARII R2
P. syringae B728a Psyr_1622/Psyr_1621 R2
P. syringae DC3000 psyR/psyl R2
P. chlororaphis PCL1391 phzR/phzl R2
P. flourescens 2-79 phzR/phzI R2
P. flourescens NCIMB 10586 mupR/mupX/mupl X5
P. putida WCS358 uR/rsaL/ul L1
P. putida PCL 1445 ppuR/rsalL/ppul L1
P. putida IsoF ppuR/rsalL/ppul L1

6.5. Burkholdéria kromoszomak vizsgalata

6.5.1. Topologiak elhelyezkedése a kromoszéman

A burkholdéria rendbe tartozo baktériumok AHL alapi kommunikacidval dsszefiiggd
génjeinek hasonlosdg alapi csoportosuldsa nagyrészt megegyezik a taxondmiai
alcsoportokkal. Kovetkezé 1épésként a topologiak baktérium kromoszoman valo
elhelyezkedését vizsgaltam meg. Ehhez az 5.1.2 bekezdésben emlitett kromoszoma térképet

rajzoltam a kdvetkezd baktérium alcsoportokhoz:

Burkholderia cepacia complex (BCC): az elnevezés egy kozeli rokonsagban allo, human
patogén baktérium csoportra utal, melyet klinikai mintdkbdl izolaltak. Jelen allas
szerint 17 kiilonboz6 faj tartozik bele, koztiik a B. cepacia, B. multivorans, B.
cenocepacia, B. vietnamiensis, B. ambifaria, B. stabilis, B. dolosa, B. anthina és B.

pyrrocina. [70]
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Burkholderia pseudomallei csoport: két f6 alcsoporttal rendelkezik: B. mallei és a
B. pseudomallei. Mindkét alcsoportrol ismert, hogy tobb AHL alapti quorum sensing
talalhato benne. [71]

Plant Beneficial and Environmental (PBE) csoport: ez a csoport 29 nem patogén fajt
tartalmaz, amelyek a legtobb esetben novényekkel allnak kapcsolatban. [72] Csupan
néhany tagjanal talaltak eddig quorum sensing rendszert, ami k6zeli rokonsagban all

a Pseudomonas aeruginosa baktérium LasR/Lasl rendszerével.

Mivel a bakteridlis genomok cirkularisak, ezért sziikségem volt egy fix pontra, ami
alapjan az adott abrakat azonos helyzetbe tudtam forgatni. Ennek a meghatarozott pontnak a
DNS replikacio kezd6é helyét valasztottam (origin of replication = OriC), mivel ez minden
bakterialis kromoszoman megtalalhat6. A térképeken ezt zold ovalissal jeloltem meg.

A 6.9. dbra mutatja meg a kiilonb6z6 csoportokhoz tartozd kromoszoma térképeket. A
négyzetek jelolik a topologidkat, benniink szerepeltetve az elrendez6dés nyilas felirdsat.
Fekete ovalissal jeloltem a sz0l6 vagy mas néven arva luxR géneket. A BCC csoport abrajan
két érdekes dolog is megfigyelhetd. El6szor is az RR nevezetd kiilonleges topologia. Ez az
olyan gén parokat jeloli, amelyek egymas mellett helyezkednek el a genomban, és mindkettd
ugyanahhoz a fehérjecsaladhoz tartozik. Jelen esetben a IuxR génekhez. Ezekre minden
esetben igaz, hogy egy magas és egy alacsony valoszinliségi pontszammal rendelkezd
génparrol van sz6. Az automata algoritmus ezeket is felismeri, de mivel csak kevés ilyen
talalhatd a bakteridlis genomokban, nem vizsgaltam Oket részletesen. Mivel ebben a
csoportban majdnem minden esetben megjelentek a genomban, az esetleges késobbi
vizsgalatok miatt szerepeltettem Oket az abran. A masik érdekesség a szaggatott keret

topologia. Ez a csoport egyes tagjainal megjelent, masoknal nem, ezért jeloltem eltéré modon.

Burkholderia cepacia complex Burkholderia pseudomallei Plant Beneficial and
Environmental

RX(2-11)MI

-

6.9. dbra Burkholdéria baktériumcsoportok kromoszoma térképe
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6.5.2. A topologiak egymasra gyakorolt hatasa

A burkholdéria kromoszoémakon talalhato kiilonbozé quorum sensing rendszerek nem

fiiggetlenek egymastol, hanem kolcsondsen kapcsolatban allnak egymassal, igy kialakitva egy

komplex

szabalyozést. Ennek a szabalyozédsnak a felépitése baktérium csoportonként eltérd.

Mindharom csoportbdl valasztottam egy-egy baktériumot, amin bemutatom a quorum sensing

rendszerek egymasra gyakorolt hatasat. [73]

Burkholderia cenocepacia J2315 (BCC csoport): Az M1 topoldgia IuxR génje

szabalyozza a sajat luxl génjét, és az R1 topologia mindketté génjét, amig az R1
topologia luXR génje negativan szabalyozza az M1 topologia luxl génjét, ezzel
létrehozva egy negativ szabalyzo kort. A maganyos luxR gén mind sajat maga mind

az R1 topoldgia altal negativan van szabalyozva. (6.10. abra)

l R1 topologia

|
= ThE e
:Trzﬂz

T

M1 topoléogia :i~:
T

szolo R

6.10. abra A Burkholdéria cenocepacia J2315 komplex szabalyzdsa

Burkholderia pseudomallei K92643 (pseudomallei group): Az M3 topoldgia IuXR génje

szabalyozza a sajat luxl génjét, igy 1étre hozva egy pozitiv visszacsatolast. Ez a luxI
gén ugyancsak szabalyozva van az R1 és M3 topologidk IuxR altal. Az R1 topologia
luxl génje negativan van szabalyozva az M3 topologia IUXR génje altal. A maganyos
luxR gén az M1 topoldgia luxl génjének kifejtédését is szabalyozza. Ugyanakkor
elmondhatd, hogy minden IuxR gén szabalyozza a sajat luxl génjét, de az R1

topologia esetén negativan. (6.11. abra)

S ﬂ:i-z % ‘i-z
M3 topolégia I R1 topologia

szolo R

6.11. dbra A burkholderia pseudomallei K92643 komplex szabdlyozdsa
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Burkholderia xenovorans LB400 (PBE csoport): Ez a csoport viszonylag kevés quorum
sensing topologiat tartalmaz, igy a szabalyozasa sokkal egyszeriibb, mint az el6z6
két esetben. A legtobb csoportbeli baktérium csak egy topologiat tartalmaz (L1), de
néhanyan rendelkeznek egy R1 topologiaval is. A topologiak megszokott belsd
szabalyozasain kiviil csupan a maganyos luxR gén fejt ki hatas az R1 topologia luxI

génjére. A két quorum sensing kor kozott nem tapasztalhatd kapcsolat. (6.12. abra)

| ] R1 topologia

-m :ﬁ:-[

I.1 topologia T

|
T | I
szolo R

6.12. abra A burkholderia xenovorans LB400 komplex szabadlyozasa
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7. Az eredmények Kkiterjesztése mas QS rendszerekre

A géntopoldgiak vizsgalatdnak rendszere elég 4ltalanosan van megfogalmazva, igy az
elkésziilt algoritmust alkalmazni lehet 1ényegében barmely kisméreti regulonra, abban az
esetben, ha az azt alkotd gének fehérjetermékei elég nagyszdmban ismertek ahhoz, hogy
beldliik megfeleld mindségli HMM felismerdket lehessen épiteni. Mivel a jelenleg ismert
bakteridlis genomokban nagyon sok az ismeretlen funkcioji gén, az ilyen jellegl
vizsgalatoknak nagyon tdg a tere. Munkatdrsaimmal elsOsorban arra torekedtiink, hogy az
altalam kidolgozott elveket eldszor a bakteridlis kommunikécié - konkrétan a quorum

sensing - egy¢b rendszereire alkalmazzuk. Néhany ilyen rendszert az 7.1. abra mutat be.

AHL rendszer com rendszer a Bacillus torzsben

|IUXR>| |UX|> [comA > [comP >|comX |ComQ>

Burkholderia Diffusable
Singanling Factor A Staphylococcus aureus Agr rendszere

I agrA>| Ang>| agrD>| agrB>

Diffusible Signalling Factor a
Xanthomonas baktériumokban

E>< rpfC |< rpfH |< rpfG |

PQS jel Pseudomonas baktériumokban

| pgsA Ipqu>I pqu>I pgsD Ipqu>

1.1. abra Bakterialis kommunikacios rendszerek

Néhany bakteridlis kommunikacioés rendszer tipikus géntopoldgidja az irodalmi adatok alapjan.
Megjegyzendd, hogy az elsének listazott tipus, az AHL rendszernek ebben a dolgozatban kozolt
vizsgalata mintegy 15 topologiai varianst talalt a genomialis adatbazisokban, igy feltehetd, hogy a

tobbi csoportban is lesznek ujszerti elrendezések.
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Az alkalmazas harom fazisboél allt, nevezetesen:
1) Az automatizalt rendszer megtervezése és beprogramozasa
2) A genomialis adatok analizise (keresés)

3) Az eredmények megjelenitése.

Ezeket részben Sonal Choudhary és Sanjarbek Hudaiberdiev PhD hallgatok végezték el,
a dolgozatomban csak a fobb iranyokat, illetve az altalam végzett vagy tervezett fazisokat

ismertetem.

1) A munkamenet beillesztése egy automatikus futtatast igénylé rendszerbe.

Erre a Galaxy [74] rendszert valasztottuk ki, amelyet altalanosan hasznalnak genom-

elemzési feladatok automatizalasara. A 1étrehozott rendszer vazlatat 7.2. abra mutatja be.

h’Tnpolngy search 5
HMM search via NCBI 3§ Descreption of genefamilies
HMM profile of genefamilies File contains the extended data
Descreption of genefamilies topfile (bxt) '
desout (data)
Collect data (NCBI hits) %

hitfile (data)
Descreption of genefamilies

File contains the hit from HMM search

datafile (txt)

7.2. abra A kifejlesztett automatikus értékeld rendszer logikai vazlata.

Az igy létrehozott rendszer bemeneti adatként HMM felismerdket fogad el, melyeket a
felhasznalonak kell eldallitani. Ezt a megoldast azért valasztottam, mivel a HMM felismerok,
illetve az azok alapjaul szolgald tobbszords illesztések 1étrehozasa az altalanos vélemény
szerint egyébként is emberi beavatkozast igényel. Esetlinkben ilyen feladat példaul a
tobbdoménes fehérjék felismerdinek létrehozasa, mint amilyen pl. az AHL rendszer LuxR

fehérjéje.
2) A genomialis adatok analizise (keresés)

Eldre kell bocsatani, hogy ez a fazis az adatbazisok nagysagatol fiigg, tovabba azt is,
hogy az el6z0 pontban vazolt, kiterjesztett rendszer nemcsak komplett genomokat, hanem
részben annotalt, illetve nem annotalt draft genomokat is vizsgal. Ez utobbiak mennyisége
pedig sokszorosan meghaladja a komplett genomokét, igy az adatok végigkerestetésének igen

nagy az idéigénye. Néhany jellemz6 keresési id6t a 7.1. tablazatban lathatunk.
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1.1. tablazat Az analizis keresési ideje

Keresési adatbazis :zj:ljltl)ll:l iii‘:;l?:s]:z‘; Sziigfsjiges
S, | o | com |
Bfé‘ﬁiﬁ;‘fiiiﬁiﬁff;f}a ~100 ~600 Mbp | ~30 perc

Osszes(ﬁ%eglb;é‘;fégii:)genom 2650 | ~25ezer Mbp | ~480 perc
Ry | o | e | om

* A keresési id6 nagy mértékben fiigg az NCBI adatbazis leterheltségétdl, mivel a futasi

id6 nagy része az adatok lementésével telik el. A megadott értékek az atlagos idot jelzik.

3) Az eredmények prezentalasa.

Az eredmények prezentdldsara és publikdldsara egy onalld honlap a legkézenfekvdbb,
ezért Sonal Choudhary-val és Sanjarbek Hudaiberdiev-vel kozosen olyan honlapot terveztiink,
amely egyrészt tartalmazni fogja az eddig elemzett quorum sensing rendszerek Osszes ismert
valtozatat, masrészt olyan keresésre is lehet6séget ad, amellyel egy felhasznald
megvizsgalhatja, hogy az altala analizalt bakterialis genomszekvencia tartalmazza-e az ismert
guorum sensing rendszereket. Ez az adatbazis tehat nemcsak katalégus, hanem egy
keresémotort is tartalmaz, amelyet terveink szerint ki fogunk egésziteni a kapcsolddé legfébb
irodalmakkal is. Az elkésziilt rendszert a PPKE egyik szerver szamitogépén tervezziik iizembe
helyezni.

A web portal tervezett tartalma:
- A baktériumokban el6fordulé quorum sensing rendszerek részletes dsszefoglalasa
- Eredmények szétbontasanak lehetdésége mind kommunikéaciés rendszertipus, mind
genom tipus (teljes, draft) alapjan
- A keres6 algoritmus elérése Galaxy rendszeren keresztiil
- Statisztikak (atlapolasi arany, GC tartalom)

- Részletes dokumentacio és tutorialok

Végiil felmeriil a kérdés, hogy az AHL rendszernél talalt altalanos konkluziok mennyire
terjeszthetok ki mas quorum sensing tipusoknal. Az AHL rendszerrel kapcsolatos
tapasztalatok roviden ugy foglalhatok Ossze, hogy az adott rendszereket alkotod gének tobbféle
topologiai elrendezésben illetve regulacios mintdzatok alapjan tudjak ellatni funkcioikat, és a
fehérjék hasonlosagai a topologiai illetve regulacids csoportok szerint oszlanak meg. Ezt a

kérdést meg kell vizsgalni majd az Gsszes quorum sensing rendszeren. Az elGzetes adatok
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jelenleg csak egy rendszernél; a Bacillus Subtilis peptid alapu jelzérendszerénél allnak
rendelkezésre. Ez a rendszer az AHL alapuhoz képes kevesebb topologiai varianst mutat, az
esetek tobbségében a 4 gén ugyanis szorosan egymdas utan helyezkedik el. Elézetes
vizsgalatok szerint azonban a konkrét topologian beliil eltéré mintdzatot mutat a gének
atfedése (7.3. abra), ami a génszabalyozas kiillonbozoségére utal. A gének hasonldsagi
megoszlasaban, a filogenetikus fakban ugyanezeket a csoportokat 1atjuk, tehat itt is fenn all az
az altaldnos konkluzio, hogy a gének a regulacids mintazat szerint oszlanak el a filogenetikus
fan belil.

LMerm-badlius® tipus LBadllus” tipus

| Carma >| carnP >| CormE >| carnidl >---=.--.r.;"_-‘}_"\:
COMmA [cu:umF‘ |com}{ >comﬂ_> — N
| comP >|:|:|m}{ >cnmI1 o
4 g ————
-
-
| COMmA %cumP :>| Cotnx >
I

| cormnd, > carnP >cum}{ >| comid > . ; F
" AV a R
- : 4 .

. "

valtozata (balra), 6sszehasonlitva az egyik gén (comP) filogenetikus fajaval (jobbra). Lathato, hogy
a jellemz6 atfedésti topologiakban résztvevod gének a filogenetikus fan is kiilon csoportot alkotnak.

(Elézetes eredmények, Sonal Choudhary és munkatarsaitol)
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8. Konkluziok

Munkdm a bakterialis kommunikacié egyik alaprendszere, az AHL alapii quorum
sensing jelzérendszer génjeinek feltérképezését tiizte ki célul. Ez a munka része a bakterialis
kommunikacié altalanos feltérképezésének, amelyhez t6bb, tobbé-kevésbé ismert
jelzOrendszer is tartozik. Az AHL rendszer csak a Gram-negativ baktériumoknal, ezen beliil a
proteobaktériumok csoportjandl ismert. A munkam egyik célja ennek az altalanosan ismert
ténynek az ellenérzése volt. Habar elég tag keresési bedllitasokat haszndltam, a
proteobaktériumokon kiviil nem sikeriilt teljes AHL rendszert taldlnom. Ezzel egyiitt
természetesen nem zarhatdo ki, hogy ilyen rendszer felbukkanhat a jovében, hiszen a
genomidlis informéci6 szintjén jelenleg csak elenyészden kis részét ismerjiik a természetben
eléforduld baktériumoknak. Ezen kiviill az altalam hasznalt teljes bakterialis genomok
adatbazisa sziikségszerlien ,elfogult”, hiszen a gyakorlati szempontbol érdekes
organizmusokra koncentral, ezért nem is tekinthetd reprezentativnak a természetben
megtalalhato 6sszes baktériumra nézve.

A vizsgalt AHL quorum sensing gének topologiairdl észrevettem, hogy néhany
egyszerl szabalyt kovetnek, bar topologidjuk még mindig valtozatosabb, mint azt korabban
sejteni lehetett. A gének klaszterezése azt mutatta, hogy az elrendez6dés szoros
Osszefliggésben van a szabalyozassal, és a rendszer génjei egyiitt fejlédtek. Megfigyeltem,
hogy kiilonb6z6 fajok azonos elrendezédésii quorum sensing génjei jobban hasonlitanak
egymasra, mint az ugyanabban a fajban el6fordul6 azonos funkcioju génekre. A topologiak jol
megfigyelhetd, konzervalt mintdkat mutatnak, amelyek csoportosulasa nem véletlenszerii a
taxonémiai osztalyokban. Ez persze nem azt jelenti, hogy szigori Osszefiiggéseket tudnank
vonni a konzervalt topoldgiak és a funkcidk kozott, de a topologiai mintdk egy véges
halmazanak kifejezodése egy stabil, pozitiv autéregulacids kort eredményez.

A talalt topologiai elrendezéseket két csoportra osztottam. Egyszerli topoldgiaknak
azokat neveztem, ahol csak az autoindukcios kor két alapgénje, a jelet el6allito szintdz enzim
és a jelet érzékeld regulator gén szerepel. Osszetett topoldgidknak azokat hivtam, ahol e két
gén kozott és mellett tobb mas gén is jelen van. Az egyszeri topoldgiai elrendezéseknek
minden elképzelhetd orientacios valtozata eléfordul a vizsgalt adatbazisokban. Kiilon
érdekesek a két alapgén kozott elhelyezkedd, minden bizonnyal szorosan egyiitt szabalyozott
gének. Ezek az ismert esetek nagy tobbségében negativ regulacios szerepet toltenek be, tehat
stabilizaljak az autoindukcids visszacsatolas mitkodését: megakadalyozzak, hogy a rendszer
aktivitdsa minden hataron til nlhessen. Az esetek kis tObbségében Ugy nevezett DNS
mobilizacids géneket talaltunk a két alapgén kozott. Ezek pontos szerepe nem ismert, az

viszont igen, hogy egyes — kozelebbrol itt nem vizsgalt — baktériumoknal a quorum sensing
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rendszer valoban DNS mobilizaciot, konkrétan plazmid atadast szabalyoz. Ezaltal a plazmid
atadasa — egy energetikailag koltséges folyamat — akkor megy csak végbe, ha a donorsejt
jeltermeld sejtekkel van koriilvéve. Valdsziniinek tartom tehat, hogy ezek a DNS mobilizald
gének az AHL rendszeren belill ezzel némileg analog szerepet tolthetnek be. A bonyolult
topologiai elrendezéseket nem vizsgaltam részletesen, ezek kozott tobb jol ismert €s sokat
vizsgalt rendszert fedezhetiink fel, mint a rhizobiumok és az Agrobaktérium tumafaciens.
Megvizsgaltam a topologiai elrendezéseket a Pseudomonas ¢és a Burkholderia torzsek ismert
teljes genomjain beliil. Azt talaltam, hogy a legtobb topoldgia tipus el6fordul mind a két
csoportban, tehat feltehetd, hogy a topologiai elrendezés 6nmaga viszonylag kdnnyen valtozik,
feltéve, hogy a szabalyozasi tulajdonsagok (pl. a jelre vald reagalds, a valasz stabilitasa)
megmarad. Latszélag ezek a regulacios kritériumok tobbféleképpen is kielégithetdk, de a
kialakult topologiak jol kovetik a torzson beliili eloszlast, példaul a Burkholderia torzson beliil
az ismert alcsoportok (cenocepacia, mallei illetve névényi szimbiota) az AHL tipust quorum
sensing gének topoldgiaja alapjan is elkiiloniilnek egymastol. . Az ilyen jellegli kiilonbségeket
a biologiaban az ortolog-paraldg fogalompar irja le [75, 76]. Eredményeim arra mutatnak,
hogy az eddig egységes ortolog csoportnak gondolt LuxR (vagy Luxl) fehérjecsalad tovabb
oszthato a gének lokalis elrendezddése alapjan. Ez a jelenség altalanosnak tiinik, a felosztas
egyforman fennall a luxR és luxl génekre, s6t — jelenleg folyo vizsgalatok szerint — a LUXR
fehérje doménjeire is. Vagyis az egyes, feltehetéen kiilonbozé feladatokat ellatd
kommunikacidés fehérjék o6nalldé orolog csoportéként fejlodnek a természetben. Végiil egy
esetben, a Burkholderia torzs tagjainal vizsgaltam a kromoszoman beliili eloszlast, itt is
latszottak tipusok, de nem lehetett egyértelmi szabalyszertiségeket megfigyelni.

Az automatizalt keresG algoritmus nagyban megkdnnyitette a bakterialis genomok
guorum sensinggel kapcsolatos génjeinek vizsgalatat, mert a rendelkezésre allo Oriasi
mennyiségll adatbdl kiszlirte a valoban fontosakat, igy mar csak egy joval kisebb adathalmazt
kellett vizsgalni. Ezen kiviil lehetové tette az informacidk naprakészen tartasat, igy
folyamatosan ndvelve az elemzés alatt all6 gének szamat.

Fontos megjegyezni, hogy az adatbazisok folyamatos, antomatikus adatbanyaszatidnak a
jovoben varhatoan egyre nagyobb jelentdsége lesz. A baktériumok génallomanya példaul az
altalanos felfogas szerint igen konnyen feltérképezhetd, de az ezzel foglalkozo szakemberek
tudjak, hogy ez csak a géneknek tipikusan csak mintegy felét kitevo ,,torzsallomanyra” igaz,
az ezen felilli gének funkcidja még ebben az egyszeriinek tartott esetben is tobbnyire
ismeretlen marad. Vagyis még ebben a jolismert csoportban is sok a felfedezetlen génfunkcio,
melyet az adatbazisok ,,hipotetikus” jelzOvel szoktak jelezni. Az altalam fejlesztett kereso-
rendszer az AHL géneket analizalta, és ebben a szilk csoportban is tobb mint 50

hipotetikusnak jelzett gén funkciojat sikeriilt megallapitani.
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Dolgozatom lezarasakor ez a munka még folytatodik, jelenleg terjesztjiik ki a
vizsgalatokat mas bakteridlis jelzorendszerekre. Olyan automatikus adatbanyaszati rendszert
fejlesztiink ki, melyekkel a bakterialis quorum sensing génjei folyamatosan naprakészen
tarthatok. Kozismert, hogy a genomidlis adatok egyre ndvekvd hanyada annotacio nélkiil
marad, igy szinte biztosra vehetd, hogy az automatikus értelmez6é rendszereknek a jovében

jelentds szerepe lesz.
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>gil15596624 |ref INP_250118_1| hypothetical protein PR14Z7 [Pseudomonas aeruginosa PAOL]
MUV EQUVVESETAEVDDPAGRVEHEVEQVFALECDLACEKTALCCLRQOMARAVAOEQRLESRCORHLEQSLE
GIPELQIDQQAVVRCVHED LA LA PFCRFERARQAVVEQ I PELEPCVEACDEQALAVEFAQVEHRWIMOED
PIFAQGEVEFQDRQRCFALCRGRVECEVEGQRAGREQVVOHOWEVIRES

>gi| 15596625 |ref INP_250115.1| hypothetical protein PR14Z8 [Pseudomonas aeruginosa FAOL]
MHIRERVDADNIALVDLWERSVEATHDFLSERDIVELY BQVRDLYLEAVEVWVLVDDDEVAQEFIGLNQR
HVEMLEFVEPGLRGRGIGRRLLDHARRATHERLSVDVNEQH PQRCCFY RHYGFRQTIGRSATDSAGEFFELLH

MSL

>gi|15596626 | ref |[NP_250120.1| cation-transporting P-type ATPase [Pseudomonas aeruginosa PROL]
MNEIEPLSSRDAHASPPQRVLERLHS SAACLDADERARR LA RHEYNRLEAPKRQEPLLALLAQFHNVLLY
MMLFASLVTALLGFWVDSAVILLAVVVNALIGFVECEARNATLDATROMLSLHATVL.ADEQRQATLDAERT.
VEEDVVLLASCEDRVEAD LA LFETENFHVDESALTCESVEVEKGCVAVAIDALLEDRRCHMAYSCTLVTSER

ARV ATACDTELCRICTLLAEVRTLATPLLEQIASFSBWLALATLLLACATFVLET LHQEPMUVDMEM
LVVALTASAIPECLEATMIVILALEVORMARENATVSRLEAVETLESVIVICSDET CTLTRNEMTVRRIV

TARDQVIEVSCACY A PLECFSHNGECLDEACRDDLOEICGRARLLCNEARLHQECERWQLECDETECGALLSL
GLELGLDEQALARERPRSDAIPFESEHRFMATLHHDHAGOAMVY LEGAPERILDMCERAERVEDEVEELDE

DY¥WRRLATD ARG LA L LA AR R MR QR T LD FADVEHCFTLLALVEIIDPPREEAVARVAECORACTR
VEMITGDHVDTARRIGAMLGIGIDRFALTGRAEIELLDDRRLREVLEGVDVEARASPEHELELVQALORSE
EVVAMIGDEVNDARALERE DYV EVAMGNEGTEARKERREVVLADDNFAT IANAVRECGRAVYDNLEEFILEH
LETNGEEARLIVIAAILFQLILEMI PAQILHINMVISSTILELALAFDERERCGLMORPFRFPREPLLSLEEV

WEVLLYVSLIMMAGA LG LFLNELEHGT GLESARTMAVN SV VCENFY LLN SRHI ¥ DSVLSREGLEENRQVL

LATAACVMLy L LY TY A PP LA LFESVELAPCEWARVLLAGLELFCVAELEEWLCRRVARRQR

>gi|15596&27 |ref |[NP_250121 1| tranacriptional regulator LasR [Pseudomonas aeruginosa PROI1]
MRV DEFLELERSSCKLENSAI L FM A SDLEFSKILFCLLEKDSQDYENAF IVEN Y PARWREHYDRACYR
BVDETVSHCTQSVLEIFWE RS IY QT REQHEFFEERAS AR CLVY CLTHPLHCGARCELCALSLSVEAENRAER

NRFMESVLETLWMLEDY AL SCACLAFEHPVSE EVV LT SREKEVLWCAICKT SWEISVICHCSEANVNE
HMENIRREFEVISERVARIMAVNLELITL

>gi| 15596828 |ref |NP_Z250122 . 1| regulatcry protein Rsal [Pseudomonas aerugincsa PROL]
MRSHERTQPQNMAFRRAF A TRTARRESOETFWERFGISQSCESRFENGENLEFPI¥LLLHFYIEGRITDRY

LADLRGEIRE

>gi|15596623 |ref INP_2501Z3.1| autoinducer synthesis protein Lasl [Fseudomonas aeruginosa PAOL]
MIVOIGRREEFDEKLLGEMHE LR ROV FKEREGHDVSVIDEMEIDGYDALSPYYMLIQEDTPERQVEGCHE
ILDTTGEYMLENTFEELLHGEERAPCSPHIWELSRFAINSGREGSLEFSDCTLEAMBRALARYSLONDIQTL
VIVITVEVERMMIRAGLDVSRFGPFHLEIGIERAVALRIELNAETQIALYGEVLVEQRLAVS

>gi|15596&30 | ref |[NP_250124 1| hypothetical protein PR1433 [Pseudomonas asruginosa PROL]
MSLLEQLFLAICLELVVAFSGSFVSSVENSREQLRGLLRSHAQDAATAT.CLSLT FHVDDEAMVQLMTSST
FDSEYFASIRVIDIESCEPLVE RV AHAERTVECHFERL VDL PQCCDALIMACGWEQRRRVEVVSHEQFR
LARLWDSALCSLYWLLACCAESLLLGEW LLRERQLR P LM VR QAHA TSRREFLSLERLERTEELREVVQR

MNOMVERLRTLFAEE AR RS DE LA AR YD LTELENRRLFDARLNEQLEACEHEHACQLLLLELNDLNEL

MR LEERTDEL I AV AR L LV DS Ce e R A DW L L AR S RCCEFAVILAPCCSREQRAERLARELCECLENLAR
TERSDLTEVAYLGISAFRAECDSPADLLARADDATAQRE SO PR EHASODETALAR LNDSQDWHDWIDRAT
TERRLLLYFQEVVDCLDTRVILHHEVLARLLDEQATATARCRFLEW IERFEWARBMDLAMLEQSLEHLER
HERPLALSLESALSVENAQTFAPLLALLFEAHPOEAROLTLELDERHLERR AELERLEQVLRELECELELOH
FECRFSLIGHNLTHLGLAY LELDGCY LHAVDRECDERLFIEAVYRTTHS IDLPLIAEQVETLEELEVLREM
GLRGAMERLFGSEAEWSGDR

>gi|15596631 |ref INP_2501Z25.1| hypothetical protein PR1434 [Pseudomonas aeruginosa FAOL]
MSETEGRRRPCPRRY R PWLLSLARTLLLAVEAR L ACWD LESILSRRAERYGELGRARESRLEDWERLLEQE
GILDEARKLRAVNDFENRSLAFIDDIE IWQQEDYWATEVERLVEGARDCEDYAIRAEYVILRRLEVASDEL
RITYVEALRLNAMMVLIWY2SPEADPLVLDNLIGEIRPASRDDLLEVY AFNAECLW LEGRADEERRTED
SEFLSREWQDLLTEMRAECLDLDAPEED

>gi|15596832 |ref |NP_250126.1| Resistance-Nodulation-cell Diwision (BND) [Pseudomonas aeruginosa PAOL]
MOAL RS EEC RV LV GV LA LA FCEW AN LECDACAFAL PR PA RV EV IVARVERRDVEQRVSCISIVISIH

MW IRTQIDERLTRLLVSECQMVEACELLATIDDRAVVARLEQAQASRASHOAOTLESAEQDLORYRSLYR

ERAVSRQ LA TV LR A TLEANDATINAERVRLSY TRIT S EVSCEVE I RNVDVENLVEVEDSLELE
SVTQIAPISVVESLOQEQLLOLOA L LEEEARVRAYSRDEESALCECRLLTIDNQIDSSTETIEVEASFDN
ROARLWECFVAVSLHT GVRRDQLV LS SEAVERCELECGH FVYRVADDRVEAVEVEVLODIDELSVVEGLAS
GDUVVVDGHSRLMPEALVDIQEEFRPSLAQRATERRD

A Pseudomonas aeruginosa nevii baktérium NC_002516 nevii faa fajl részlete. Jol
lathatoak a FASTA formatumra jellemzo, "> jellel bevezetett fejléc sorok, melyek legelsé
szava az adott szekvencia azonositoja. Jelen esetben egy dOsszetett azonositot ldathatunk,
amely a Gl és RefSeq szamokat tartalmazza. A pirossal kiemelt rész egy LasR-Rsal-Lasl

fehérje harmas.
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CECCEECECAGATCCTCTGEAT CARCAT GETCACCT CCAGCACCCTGEECCTGECECTGEOCTICGRTICC
GEOCGAGCGCEECCTEGRTGCAGCGTCCRCCGCETCCGLCEECGERGCCCCTIGTIGICGCIGITCITICGIC
TGGCGGGTGCTGCIGETCTCGCTGCTGRAT GATGECGGGCGCCCTGEECCTGITCCTCTGGGRAGCTGERGT
ATGGECRACCGGEECTGEAGAGCGCGCGGRCCATGECGETGARCAGCGT GETGETGIGCGAGATGTTCTALC

GCTCRACRGCCGECATATCTACGATITCEET GCTCAGCCGCGAGEECCT GTTCGECARCCGOCAGEICTIG
CTGGECGRTCGCCGCCTGCGT AT GCTGCARCTGCTCTATACCTATGCGCCGCCGTTECAGGCGCTGTICG
TR T e T Err CCCRRErE AR T T TR O R E e T e e C T T TETor e TER

GCTCGET CEGCCTGGCCCCGGEECGRGT GEECGLGEETGCTGCTGECCGGECTCGGCCTIGTICTGCGTCGE

CGARCTGGRARRRGTGECTATGTCGCCGEGTCCGTGCCCGECAGGICTGA

>gi|110645304 |ref|NC_002516.21:1558171-1558890 Fseudomonas aeruginosa PAOL chromosome, complete genome
ATGGCCTIGETTGACGGTITICT IGAGCT GRARCGCTCRAGT GEARRATTGEAGTGGAGCGCCATCCTIGE
AGARGRTGECGAGCGACCTTGEATTCTCGRAAGAT CCTGTITCGGCCTGT TRCCTARGEACAGCCAGGACTA
CGAGARACGCCTTCATCGTCGECARCTACCCGECCGCCTIGECECGAGCATTACGACCEEECTGECTACECG
CGGEETCEACCCGRCGETCAGTCACTGTACCCAGAGCGTACTGCCGATTTTCTGGGRACCGTCCATCTACC
AGACGCGARNGCAGCACGAGT TCT TCGAGEARGCCT CGGCCGCCEECCTGEIGTATGEGCTGACCATECC

GCTGCATGRIGCTCGCEGCGARACTCGECGCGCTEAGCCTCAGCGTGGRARAGCES T T
GCTGCATGETGCTCGCGECGRACTCGGCGCGCTGAGCCTCAGCGT GEARGIGE COGEELCGAGECC

AACCETTTCAT GEAGTCGETCCTGCCEACCCTETGEATGCT CAAGEACTACGCACTGCAGRAGCGETGCCE
GACTGECCTTCGRACATCCGETCAGCAR A CCGETGETICTGACCAGCCGGEAGRAGGAAGTGTTGCACTE
TGO CATCeGCAAGAC AT TGEEAGATATCGGI TAT CTGCARCT GCTCGEARGCCARTGTGRACTTIC
CATATGGGARRTATTOGECGEARGTTCGETI GTGRCCTCCCGCCGOGTAGCGECCATTATGECCGT TAATT
FEEICTTATTACICICIGR
>gil 110645304 |ref|NC_002516.21:c1559122-1558880 Pseudomonas aeruginosa PAOL chromosome, complete genome
ATGECTTCACACGRGAGRACRCAGCCCC CATGGCCTTCCGEEC GECCACCCGCACCGCCCEAC
GEE GCCAGERARACTTTCTGGAGCCECTTCGEEATAAGCCAATCCTGCGECAGTCGTTTCEAGRATGE
CEAGAACCTECCCTTCCCTATATATCTGCTITIGCAT I TCTATATAGRAGEECALATTACCGATCGCCRE
CTCGCCGRCCTGRGAGGCARGATCAGRGAGTRAR
>3i|110645304 |ref|NC_002516.2]:1559254-1559859 Pseudomonas aeruginosa PAOL chromosome, complete genome
ATGATCGTACA R A TTGET OGO GARGAGTTCEAT AR A A A ACTECT GEECCAGATGCACRACTTGCETE
CTCAACTGTIC AR GGAGC GO A G T EEEACCTTAGT GTCATCGACCAGAT GELAATCGATGETTAT R
A CTCAGT OO T TAT TACA TG T TGATCCAGGARGATACT CCTGARGCCCAGEITTTCGET IGCIGELGR
ATTCTICGATACCAC TGO CCCTACATGCT GARGRARCACCTICCCGEAGCTICT GCACGECARGERAGEGTD
CTTGECTCECCECACAT CTGEEAACTCAGCCETTTCGCCAT CARCT CT GEACAGARAGECTCGCTGEECTT
TTCCGACTGTACGCTGEAGGCGAT GCGCGCGCTGECCCGCTACAGCCT GCAGARCGACATCCAGRCGCTE
GIGACGETARCCACCGTAGGCGTGEAGRRGATGATGATCCGT GCOGECCTGEACGTATCGOGCTICGETIC
CECACCTGRAGATCGECATCGAGCGCGCGETGECCTTGOGCATCGARCTCARTGCCARGACCCAGATCGE

GCTITACGEEEEAGTGCTGEIGEARCAGCGACTGECGETTICATGR

>gi|110645304 |ref|NC_002516.2]:c1561918-1559966 Pseudomonas aeruginosa PFAQLl chromosome, complete genome
ATGTCACTGCT ARG AR TTGTTCCTCGCCATCTGCCTGTICCTICGTICGTCGCCTTCAGCGECAGCTTCE
TCAGCAGCGTEEAGARCT CCCECGAGCAGT TGCGCGECCAGT TEGCGCT COCACGOCCAGRRCGCCGCCAL
CGCCCTCGECCTGTCCCTGACGCCACACGT GGACGACCCGECGATGGTGLAACTGAT GETCAGCTCGATC
TTCGRCAGCEECTACT TCGCCAGCATCOGEGTGATCRACAT CARGAGCGECARGCCGCT GEICGAGCGCG
GCAGGCGCATGCCGAGCGTACGETGLCCEECTEET TOGRARACGCCTGETGEATCTCCAGCCCCAGGGTEE
CGACGECGCTGAT CATGCECGECTGEEARCAGGCGECECEEET CGAGETGETCAGCCATCCGCARTTCGCC
CTGGCGCGCCTGI GEEACAGCGCCCTGAECAGCCTCTACTGETIGCT GGLCTGLGECECGEOGRGCCTET
TGCTITEEOGECT GECTGCT GCECCGOCARCT GOGCCOGCT CGACCAGATGETGCGCCAGGCCCATGCCAT
CAGCCGECGEERAATTCCTCAGCCT GCCCAGGCTGCCGUGCACGCOGGAGCTECGCCECGTIGETGCAGECG
ATGAACCAGATGGTGEAGARACTTICGCACGCT T ICGCCGAGEAGECTGCGCGTAGCGACANGCTACGLG
CCCAGGCCTACCAGGRCAGTCTCACCGGCCTGCCCARCCGACGCCTGT ICGACGCCCGCCTCARCGRACA
GCTIGEETIGCCEECGAGCACGAGCATGLCGEGCAGCTCCTGCTIGCTGCGCCT GRACGACCTGRACGGELTG
AACCAGCETCTCGECEEECAMCGCACEEAT GRATTGATCCAGROGETCGCCCGCTIGCTGETCGACTCCT

R (P e ST T T 8 (8 (LTS T e e
GCGECCAGCARGFGFCGCECCGACT GRCTECIGECCCGCAGCCGOGECGELGAGRT TCRCCGTGCTGECTCC

CGETTGECTCCOGCGAGCAGGOCGRACGCCTGECCGAGGRAACTCTGCGRRAGECCTGEAGRAACCTTGCICCGT

AT A EATCT A e CEaT CTCRR CLAGCECGTTCGCCRALGECGACTCECCCE
ICIC T TRTC TRATCA 1T

COEETEECAGCG CeLOEETCECC CGEG. CaOECGETTOGCCGARAGEG CECC0GE
CGRATCICCTRRCCCETRCCRACCAGECCCTRECCCARGCCG T T R T
Uiz, SCisREE SCACRCE ) RC i Cr Lashr  1E E BCIENINE Codtisder TC C BCME ) GCCAGCCCGCCCAGCCCTIGEECGAE

A Pseudomonas aeruginosa nevii baktérium NC_002516 nevii fun fdjl részlete. Jol
lathatoak a FASTA formatumra jellemzo, "> jellel bevezetett fejléc sorok, mely ebben az
esetben a forras baktérium nevet, azonositojat és a részszekvenciak helyet tartalmazza. A

pirossal kiemelt rész egy LasR-Rsal-Lasl fehérje harmashoz tartozé DNS szekvencia.
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LOCUS NC_002518 6264404 bp DNR circular BCT 22-DEC-2012
DEFINITION Pseudomonas aeruginosa PROL1 chromosome, complete genome.
RCCESSICN NC_00251&

VERSION WNC_002516.2 GI:110645304
DELINK Project: 57945

BiocProject: PRJNAS7945
KEYWORDS
SOURCE Paeudomonas aerugincsa PAOL

ORGRANISM Pseudomonas aeruginosa PRAOL
Bacteria; Proteckacteria; Gammaprotecbacteria; Pseudomonadales;
Pzeudomonadaceae; Pseudomonas.
REFERENCE 1 (bases 1 toc 6264404)
LAUOTHORS Winsor,&.L., Van Rossum,T., Lo,R., Khaira,B., Whiteside M.D.,
Hancock,R.E. and Brinkman,F.S5.
TITLE Paeudomonas Genome Database: facilitating user-friendly,
comprehensive compariscons of microbial genomes
JOURNAL  Nucleic acids Res. 37 (DATRBRSE ISSUE), D483-D488 (2009)
FUBMED 18978025
REFERENCE 2 (bases 1 to 6264404)
LAUOTHORS Cirz,R.T., 0"Neill,B.M., Hammond,J.AR., Head,5.R. and Romesberg,F.E.
TITLE Defining the Pseudomonas aeruginosa 505 response and its role in
the glckal response to the antibiotic ciprofloxacin
JOURNAL J. Bacteripl. 188 (20), 7101-7110 (200&)
FUBMED 17015649

T

gene 1559254..1559859
/gene="1asI"
flocus_tag="FR1432"
fdb_xref="GenelID:881777"

CDS 1559254..1559859
/gene="1asI"
flocus_tag="FR1432"
fnote="Product name confidence: class 1 (Function
experimentally demonstrated in P. aeruginosa)™
/codon_start=1
/transl_table=11
fproduct="autoinducer synthesis protein LasI"™
/protein_id="NP_250123.1"
fdb xref="GI:155966239"
fdb_xref="GenelID:881777"
Stranslation="MIVQIGRREEFDKKLLGEMHKL.REVFKERKGWNDVSVIDEMEID
GYDALSPYYMLIQEDT PEAQVFGCWRILDTTGFYMLENT FFELLHGKEAPCSFHIWEL
SRFAINSGQEGSLGFSDCTLEAMRATARY STONDIQTLVIVI TVEVEEMMIRAGLDVS
RFGPHLEIGIERAVALRIELNAKTQIALYGEVLVEQRLAVS™

misc feature 1555254..1559825
/gene="1asI"
flocus_tag="FR1432"
fnote="N-acyl-L-homoserine lactone synthetase [Signal
tranaduction mechanisms / Secondary metabolites
bicsynthesis, transport, and catabolism]; Region: LasI;
COG3916™
fdb xref="CDD:33702"

A Pseudomonas aeruginosa nevii baktérium NC_002516 nevii gbk fdjl két részlete. Az elsén
a fajl eleje lathato, ahol a GenBank rekord adatai és a forras élélény tulajdonsdagai utan a
kapcsolodo publikdciok listaja talalhato. A masodik részleten pedig a Lasl fehérjét kodolo

génrdl tarolt informaciok lathatoak.
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1536457..1537&50 - 337 15596609 - BRl4alz - COEZa14G hypothetical protein
1537755..1538827 + 230 15596810 - BR14l3 - COE0583E transcriptional regulator
1538683..153831¢ + 77 15538811 - BRl4als - - hypotheticzal protein
153897&..1535704 - Z4Z 15598612 - BRl14ls - COE0431R hypothetical protein
1535745 1541131 - 480 15596813 - BRhldls - COE0ZTTC hypothetical protein
1541145, .154274% - 533 155986814 - BR1417 - COE00ZBEH hypothetical protein
1542822 . 1544213 - 483 15596815 - BRLl4ls - COE0531ER sodium:solute symport protein
1544307..1545818 - 503 155596&l6 - BRL14l3 - COE1457F transporter
1545837. 1546258 - 135 15596617 - BR14Z0 - CoE43155 hypothetical protein
1548271, .1547230 - 315 15596818 gbuk BR14Z1 - COG0010E guanidinocbutyrase
1547437, .1548330 + 297 15596619 gbuR BR14ZZ - COG0583E protein GbuR
1548334, .1545587 - 417 155596820 bdlh PRI14ZZ - COE0240NT Bdli
1545283, .1550454 + 203 155562l - PR1424 - CoOE3l485 hypothetical protein
1550584, 155200 + 538 lsooeezz - PR1425 - CoE0488R RBC transporter ATP-binding protein
1552441..1552537 + 118 1555€€23 - PRl4ze - - hypothetical protein
1553112, 1553875 + S5eez4 - PR1427 - - hypothetical protein
1554415, .155484¢ + S5eeZ - PR1428 - COED458R hypothetical protein
1555012. 1557720 + 9 - PR14Z5% - COE0474P cation-transporting P-type ATPase
1558171..1558830 + 9 lasR EBR143 - COEZT71E transcriptional regulator LaskR
1558880. 15559122 - rsal EFR1431 - - regqulatory protein Rsal
1555254 1555855 + lasI BR143Z2 - COE3316TQ autoinducer synthesis protein LasI
1553966, .15681318 - BRL1433 - COEZZ00T hypothetical protein
15681915 156826832 - - DBRL1434 - COE3&TZS hypothetical protein
-1563370 + - DPR1435 - COGO0845M RBegistance-Nodulation-cell Division (RND)
-1587077 + - PR1438 - COGOE41W Besistance-Nodulation-cell Division (RND)
-1587870 + - BRL1437 - COE0745TE two-component response regulator
-1589233 + - BRLl43g - COE084Z2T two-Ccomponent Sensor
-158370% - - BRL1435% - COEZ23Z28 hypothetical protein
1563721..1570308 - 135 15596€37 - DBR1440 - COE331B8R hypothetical protein
157045%. 1571775 + 427 15553l - PR1441 - COE3144N hypothetical protein
1572023, .1572544 + 172 15556833 - PRl44z - COELl520N flagellar basal body protein F1il
1572552, .1573523 + 323 15556840 PR144 - CoElaeaN flagellar motor switch protein FLiM
1573551, .1574024 + 157 15556641 PR1444 - COElaseNU flagellar motor switch protein
1574028, .1574478 + 150 15556642 PR1445 - COE3150N flagellar protein FliQ
1574475, 1575242 + 255 15556643 PRl44e - COE1338NU flagellar bicsynthesis protein F1iP
1575230, 1575555 + 83 BRAl447 - COE1387NU flagellar biosynthesis protein F1iQ
1575559, .1576335 + Z58 BRl448 - COE1&884NU flagellar biosynthesis protein F1iR
1578338, .1577474 + 378 BRl1443 - COE137THU flagellar biosynthesis protein F1hB
1577547..1578808 + 415 - BR1450 - COE151ZR hypothetical protein
1578835 1580182 + 447 - BRL1451 - COE151ZR hypothetical protein
1580321, .1582444 + 707 £1lhAk BR1452 - COG1Z38NU flagellar biosynthesis protein FlhA
1582528..1583817 + 475 £1hF BR1453 - COG1413NW flagellar biosynthesis regulator FlhF
1583956, .15847538 + 280 £leN BRL1454 - COE0455D flagellar synthesis regulator FleN
1584755, .1585538 + 247 £1ik BR1455 - COG11391E flagellar biosynthesis sigms factor
1585640, 15856014 + 1z4 che¥ BRl458 - COEZZ04T chemotaxis protein Che¥
1588034 . 1586822 + Zaz cheZ BR1457 - COG3143NT chemotaxis protein CheZ
1587023 . .1585284 + 753 - BRLl458 - COE0&843NT two-component sensor
15853368..1590444 + 3e8 &e5e - BR1453 - COEZZ01NT chemotaxis-specific methylesterase
1550533, .1551z272 + 245 155568857 motl PR14&0 - COElzo1N flagellar motor protein
155128%..155217¢ + 25¢ 15556658 motD PRl4el - COElae0N flagellar motor protein MotD
1552271, .15%3055 + 2e2 1555653 - PRl148Z - COE1132D plasmid partitioning protein
1553151, .155%4041 + 25¢ 1555geel - PR1463 - COE0835NT hypothetical protein
1554087, .15%45¢8¢ + 155 15556eel - PRl14e4 - COE0835NT purine-binding chemotaxis protein
1554537, .1555004 + 135 15596862 - BRl4ss - - hypotheticzal protein
153503Z..1595718 - B8 3 3 - BRldaga - COE068250 hypothetical protein
1595827..1596738 + 3 3 4 - BR14&7T - COEZ3TEE hypothetical protein
1596889, .1597305 + - BRl4ads - - hypotheticzal protein
1557365, 15598087 + - BRLl14&3 - COE14385 hypothetical protein
1598221, .1598358 + - BRL1470 - COE10ZBIQR short-chain dehydrogenase
1553024 . .1595320 - - BRL1471 - - hypothetieczal protein
15559428. 15959382 - - BRL1472 - COE1&e70J hypothetical protein

A Pseudomonas aeruginosa nevii baktérium NC_002516 nevii ptt fajl részlete. A tablazatos
formdban tarolt adatok mind kézi mind automatikus adatgyiijtés esetéen is kénnyen

kigyujthetéek. A pirossal kiemelt rész egy LasR-Rsal-Lasl fehérje harmas.
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| PEPTIDOGL YCAN BIOSYNTHESIS |
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2517
UDP-M-acetylzlncosarine
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UDP-IH Ae-L-Ala-

¢y UDE-InH Ac-L-Ala-y-D-Glu-
¥-D-Glu-L-Lys disrninopimelate

mesn-2 A=

Undecaprenal O

UDP-Ifurdc-L-Ala- 27166 UDP-Wurb e-L-Alay-D-Glu-
-D-Clu-L-Lys- O meso-2 -diaminopimeloyl-
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i 27813
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D-tilanine © D-Alazine O—¢-
e o o
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(e Kanehisa Laboratories

A baktériumok peptidoglycan bioszintézisének metabolikus utvonal térképe.
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A HMM profilok szekvencia azonositéinak (GI szam) listaja

96

LuxR fehérje csalad
Burkholderia ambifaria AMMD 115360781
Burkholderia CCGE1001 323528655
Citrobacter koseri ATCC BAA 895 157145292
Citrobacter rodentium ICC168 283785661
Cronobacter sakazakii ATCC BAA 894 156933489
Escherichia coli 253773131
Escherichia fergusonii ATCC 35469 218548547
Listonella anguillarum M3 537456902
Nitrosospira multiformis ATCC 25196 82703532
Pseudomonas aeruginosa B136 33 478479802
Pseudomonas aeruginosa PAO1 15596627
Ralstonia solanacearum FQY 4 525711912
Ralstonia solanacearum GMI11000 17548999
Ralstonia solanacearum PSI07 300693708
Rhodobacter sphaeroides ATCC 17029 126462526
Shigella boydii CDC 3083 94 187730097
Shigella sonnei Ss046 74311738
Thiomonas 3As 410693608
Vibrio anguillarum 775 336125724
RsaM fehérje csalad
Burkholderia ambifaria AMMD 115360795
Burkholderia pseudomallei 1106a 126456722
Burkholderia pseudomallei 1710b 76819132
Burkholderia pseudomallei K96243 53722207
Pseudomonas fuscovaginae 290454886
RsaL fehérje csalad
Burkholderia Kururiensis 172152204
Burkholderia Xenovorans LB400 91779484
Gallionella capsiferriformans ES/2 302878669
Pseudomonas aeruginosa PAO1 15596628
Pseudomonas fuscovaginae UPB0736 270341117
Pseudomonas putida 73672743
LuxI fehérje csalad
1. csoport
Acidovorax citrulli AAC00 1 120612452
Agrobacterium vitis S4 222109224
Agrobacterium vitis S4 222148403
Asticcacaulis excentricus CB 48 315499427
Beijerinckia indica ATCC 9039 182677911
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Bradyrhizobium BTAI1

Bradyrhizobium japonicum USDA 110
Bradyrhizobium ORS278

Burkholderia cenocepacia J2315
Burkholderia cenocepacia MCO 3
Burkholderia mallei ATCC 23344
Burkholderia phytofirmans PsJN
Burkholderia pseudomallei 1106a
Burkholderia pseudomallei 1710b
Burkholderia pseudomallei 668
Burkholderia pseudomallei K96243
Burkholderia thailandensis E264
Burkholderia xenovorans LB400
Chelativorans BNC1

Dinoroseobacter shibae DFL 12
Dinoroseobacter shibae DFL 12

Erwinia amylovora ATCC 49946

Erwinia amylovora CFBP1430

Erwinia billingiae Eb661

Erwinia pyrifoliae Epl 96

Erwinia tasmaniensis Et1 99

Jannaschia CCS1

Ketogulonicigenium vulgare Y25
Mesorhizobium ciceri biovar biserrulae WSM1271
Mesorhizobium ciceri biovar biserrulae WSM1271
Mesorhizobium loti MAFF303099
Mesorhizobium loti MAFF303099
Mesorhizobium loti MAFF303099
Methylobacterium 4 46

Methylobacterium chloromethanicum CM4
Methylobacterium extorquens AM1
Methylobacterium extorquens AM1
Methylobacterium extorquens DM4
Methylobacterium extorquens PA1
Methylobacterium nodulans ORS 2060
Methylobacterium nodulans ORS 2060
Methylobacterium populi BJO01
Methylobacterium radiotolerans JCM 2831
Methylobacterium radiotolerans JCM 2831
Methylobacterium radiotolerans JCM 2831
Methylocella silvestris BL2

Nitrobacter winogradskyi Nb 255

Pantoea At 9b

Pantoea vagans C9 1

Paracoccus denitrificans PD1222
Phenylobacterium zucineum HLK1
Pseudomonas aeruginosa LESB58
Pseudomonas aeruginosa PA7
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148258316
27376174
146338046
206562109
170736658
53716259
187922147
126456405
76819605
126442432
53722591
83717744
91780462
110634657
159042868
159045391
292899117
292487895
300716151
259908859
188534208
89053111
310816982
319785240
319785575
13474693
13475097
13488405
170743556
218532853
240141365
240142369
254563871
163853909
220920329
220921757
188584214
170745592
170752130
170752149
217976295
75674824
317047631
308186329
119383539
197103146
218890276
152983670
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Pseudomonas aeruginosa PAO1

Pseudomonas aeruginosa UCBPP PA14

Ralstonia solanacearum GMI1000
Ralstonia solanacearum PSI07
Rhizobium etli CFN 42
Rhizobium etli CFN 42
Rhizobium etli CIAT 652
Rhizobium etli CIAT 652

Rhizobium leguminosarum bv trifolii WSM1325
Rhizobium leguminosarum bv trifolii WSM2304

Rhizobium leguminosarum bv viciae 3841

Rhizobium NGR234
Rhodobacter capsulatus SB 1003

Rhodomicrobium vannielii ATCC 17100
Rhodopseudomonas palustris BisA53
Rhodopseudomonas palustris BisB18

Rhodopseudomonas palustris BisB5
Rhodopseudomonas palustris BisB5

Rhodopseudomonas palustris CGA009

Rhodopseudomonas palustris DX 1
Rhodopseudomonas palustris DX 1
Rhodopseudomonas palustris DX 1
Rhodopseudomonas palustris HaA2
Rhodopseudomonas palustris HaA2
Rhodopseudomonas palustris TIE 1
Rhodopseudomonas palustris TIE 1

Rhodospirillum rubrum ATCC 11170

Roseobacter denitrificans OCh 114
Ruegeria pomeroyi DSS 3
Ruegeria pomeroyi DSS 3
Sinorhizobium medicae WSM419
Sinorhizobium meliloti 1021
Sphingobium japonicum UT26S
Sphingopyxis alaskensis RB2256
Sphingopyxis alaskensis RB2256

2. csoport

Aeromonas hydrophila ATCC 7966
Aeromonas salmonicida A449
Aliivibrio salmonicida LFI11238
Bradyrhizobium BTAI1

Ralstonia solanacearum CFBP2957
Ralstonia solanacearum GMI1000
Ralstonia solanacearum PSI07
Shewanella violacea DSS12
Shewanella woodyi ATCC 51908
Vibrio fischeri ES114

Vibrio fischeri MJ11
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15598672
116051495
17549000
300693709
86358519
86361170
190892658
190894997
241205632
209550248
116253120
227822237
294675886
312115397
115524333
90422222
91974883
91976652
39933397
316931699
316931972
316933443
86747543
86750431
192288753
192290719
83594725
110678945
56695287
56697148
150396770
15965592
294012985
103488005
103488067

117620619
145300630
209809707
148241068
300702553
17548003
300689865
294142231
170727338
59714107
197337622
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3. csoport

Agrobacterium radiobacter K84
Candidatus Hamiltonella defensa 5SAT
Chromobacterium violaceum ATCC 12472
Citrobacter rodentium ICC168
Desulfovibrio magneticus RS 1
Dickeya dadantii 3937

Dickeya dadantii Ech586

Dickeya zeae Ech1591

Edwardsiella ictaluri 93 146
Edwardsiella tarda EIB202
Enterobacter cloacae SCF1

Erwinia billingiae Eb661

Erwinia tasmaniensis Et1 99
Geobacter FRC 32

Geobacter uraniireducens Rf4
Pantoea ananatis LMG 20103
Pantoea vagans C9 1

Pectobacterium atrosepticum SCR11043
Pectobacterium carotovorum PC1
Pectobacterium wasabiae WPP163
Pseudomonas syringae B728a
Pseudomonas syringae phaseolicola 1448A
Pseudomonas syringae tomato DC3000
Rhodopseudomonas palustris BisB18
Serratia proteamaculans 568

Sodalis glossinidius morsitans
Variovorax paradoxus S110

Yersinia enterocolitica 8081

Yersinia pestis Angola

Yersinia pestis Angola

Yersinia pestis Antiqua

Yersinia pestis Antiqua

Yersinia pestis biovar Microtus 91001
Yersinia pestis biovar Microtus 91001
Yersinia pestis CO92

Yersinia pestis CO92

Yersinia pestis KIM 10

Yersinia pestis KIM 10

Yersinia pestis Nepal516

Yersinia pestis Nepal516

Yersinia pestis Pestoides F

Yersinia pestis Pestoides F

Yersinia pestis 2176003

Yersinia pestis 2176003

Yersinia pseudotuberculosis IP 31758
Yersinia pseudotuberculosis IP 31758
Yersinia pseudotuberculosis IP 32953
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222081959
238898059
34499546
283786605
239908484
307133125
271498690
251787752
238920761
269139939
311279343
300715700
188533100
222055509
148265143
291617508
298717241
50119066
253690508
261823622
66044866
71733512
28871017
90423533
157368316
85058262
239820478
123441909
162418121
162420736
108806278
108807949
45442065
45443198
218928156
218929545
22125627
22127250
108812214
108813342
145597842
145599153
294502864
294504216
153947446
153949171
51596820
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Yersinia pseudotuberculosis IP 32953
Yersinia pseudotuberculosis PB1
Yersinia pseudotuberculosis PB1
Yersinia pseudotuberculosis YPIII
Yersinia pseudotuberculosis YPIII

4. csoport

Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993

Acinetobacter baumannii AB0057
Acinetobacter baumannii AB307 0294
Acinetobacter baumannii ACICU
Acinetobacter baumannii ATCC 17978
Acinetobacter baumannii AYE
Acinetobacter DR1

Burkholderia 383

Burkholderia ambifaria AMMD
Burkholderia ambifaria MC40 6
Burkholderia CCGE1001

Burkholderia CCGE1002

Burkholderia CCGE1003

Burkholderia cenocepacia AU 1054
Burkholderia cenocepacia HI2424
Burkholderia cenocepacia J2315
Burkholderia cenocepacia MCO 3
Burkholderia glumae BGR1
Burkholderia mallei ATCC 23344
Burkholderia mallei NCTC 10229
Burkholderia mallei NCTC 10247
Burkholderia mallei SAVP1
Burkholderia multivorans ATCC 17616
Burkholderia multivorans ATCC 17616
Burkholderia phymatum STM815
Burkholderia phytofirmans PsIN
Burkholderia pseudomallei 1106a
Burkholderia pseudomallei 1710b
Burkholderia pseudomallei 668
Burkholderia pseudomallei K96243
Burkholderia thailandensis E264
Burkholderia vietnamiensis G4
Burkholderia xenovorans LB400
Gallionella capsiferriformans ES 2
Halothiobacillus neapolitanus c2
Pseudomonas aeruginosa LESB58
Pseudomonas aeruginosa PA7
Pseudomonas aeruginosa PAO1
Pseudomonas aeruginosa UCBPP PA14
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51597560
186895897
186896694
170023041
170023897

218667155
198283774
213155520
215485040
184156456
126640214
169797686
299771986
78061900
115358867
172063604
323528657
295700195
307727056
107025995
116692820
206563718
170737929
238024811
53717162
124381232
126446861
121598144
161520517
189353293
186473255
187918991
126457870
76818733
126444167
53721909
83717635
134293940
91779485
302878670
261855567
218892696
152986918
15596629
116049377





